Nuevas formulaciones orales, tópicas y parentales de anfotericina B con acción antifúngica y antiparasitaria by Serrano López, Dolores Remedios
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
 
FACULTAD DE FARMACIA 
 




Nuevas formulaciones orales, tópicas y parenterales de 
anfotericina B con acción antifúngica y antiparasitaria 
 
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR PRESENTADA POR: 
Dolores Remedios Serrano López 
 
Directores: 
Dr. Juan José Torrado Durán 
































NUEVAS FORMULACIONES ORALES, TÓPICAS Y  
PARENTERALES DE ANFOTERICINA B  
CON ACCIÓN ANTIFÚNGICA  
Y ANTIPARASITARIA 
 
Dolores Remedios Serrano López 
 
Directores: 
Dr. Juan José Torrado Durán 









UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE FARMACIA 








































Esta Tesis Doctoral ha sido realizada gracias a una Beca Predoctoral 
FPU concedida por el Ministerio de Educación, Cultura y Deporte del 




































Quisiera dedicar la finalización de esta Tesis Doctoral a todas aquellas personas que 
de una manera o de otra se han ido cruzando en mi camino a lo largo de este proceso, 
sin los cuales no hubiera sido posible alcanzar esta meta. 
Quiero expresar mi más sincero agradecimiento a mis directores de tesis, el Dr. Juan 
José Torrado Durán y la Dra. Mª Paloma Ballesteros Papantonakis por aceptarme 
para realizar esta tesis doctoral bajo su dirección. Su apoyo y confianza en mi trabajo y 
su capacidad para guiar mis ideas ha sido un aporte invaluable, no solamente en el 
desarrollo de esta tesis, sino también en mi formación como investigadora. Les 
agradezco también el haberme facilitado siempre los medios suficientes para llevar a 
cabo todas las actividades propuestas durante el desarrollo de esta tesis.  
Hago extensivos estos agradecimientos a los profesores del Departamento de 
Tecnología Farmacéutica que me han acompañado durante todos estos años. 
No puedo olvidarme de dar las gracias a la Dra. Gloria Molero, del Departamento de 
Microbiología, y en especial al Dr. Francisco Bolás, del Departamento de 
Parasitología y a la Dra. Mª Auxiliadora Dea, de la Universidad CEU de Valencia no 
sólo por ofrecerme sus valiosos conocimientos y experiencia profesional, sino también 
por animarme y alentarme en cada una de las fases de la investigación, porque sin ellos 
no habría sido capaz de llegar hasta aquí. 
Agradezco la inestimable ayuda de todos los veterinarios que han permitido que este 
trabajo pudiera ser llevado a cabo. Gracias a la Dra. Guadalupe Miró, a la Dra. Ana 
Montoya y a Leticia Hernández, del Departamento de Sanidad Animal y también a Ibán 
González de la Universidad CEU de Valencia. 
Gracias a todos mis compañeros de Departamento con los que he compartido los 
buenos y los no tan buenos momentos a lo largo de estos años de tesis. Gracias por 
haberme ofrecido vuestra amistad y vuestro apoyo y sobre todo por haber disfrutado de 
infinitas experiencias juntos. Gracias a todas las personas que ya se fueron, pero que 
dejaron  durante su paso por galénica un recuerdo muy especial como Helga, Gusiluz, 
Mª Mar y Thuy. Gracias a todos los que aún siguen, sin los que hoy no puedo imaginar 
 
 
mi estancia en el Departamento, en especial Claudia, Roberto, Lili, Esther, María, Ana 
y Carmen. Y también a todas las personas como Pablo, que me han hecho ver el vaso 
medio lleno y no medio vacío.  
A mis amigos, en especial a Bombi por su inagotable paciencia y por siempre ser la 
primera en hacerme sonreir cuando lo necesito. También gracias a Maca, Celia, Jesús, 
Noe, Gema, María, Álvaro y Paco por sus consejos, por sus ánimos y por todos los 
momentos que hemos compartido juntos a lo largo de estos años.  
Quiero además expresar mi agradecimiento a la Prof. Ijeoma Uchegbu por haberme 
acogido en numerosas ocasiones en su grupo de investigación durante estos años, en 
donde he podido compartir experiencias con personas increíbles de casi todos los lados 
del mundo. En especial gracias a Katerina por darme siempre su constante apoyo  y 
enseñarme a ver las cosas desde una perspectiva diferente, pero también a Ramesh, 
Funmi, Gulnara, Manghook, Francesca, Preethi, Karwai, Natrah, Vicky, Qi y Tedus. 
Y gracias siempre a mi familia, por estar a mi lado. Gracias a mi hermano, por su 
apoyo incondicional a lo largo de este camino; gracias a mi abuela, por creer en mí y 
por su cariño y a mis tíos por haberme motivado en todo momento. Gracias en especial 
a mis padres, a quienes jamás encontraré la forma de agradecer el cariño, comprensión 
y apoyo brindado en los momentos buenos y malos de mi vida, hago este triunfo 
compartido, sólo esperando que comprendan que mis ideales y esfuerzos son inspirados 









RESUMEN ....................................................................................................................... 5 
SUMMARY ..................................................................................................................... 7 
1. INTRODUCCIÓN .................................................................................................. 11 
1.1. Anfotericina B ..................................................................................................... 11 
1.1.1. Antecedentes históricos ................................................................................ 11 
1.1.2. Estructura y propiedades fisicoquímicas ...................................................... 13 
1.1.2.1. Estructura .............................................................................................. 13 
1.1.2.2. Solubilidad ............................................................................................ 14 
1.1.2.3. Estado de agregación ............................................................................ 15 
1.1.2.4. Morfología y tamaño ............................................................................ 21 
1.1.2.5. Grado de cristalinidad ........................................................................... 24 
1.1.2.6. Estabilidad y conservación ................................................................... 26 
1.1.3. Propiedades espectroscópicas ...................................................................... 28 
1.1.3.1. Espectroscopía Ultravioleta-Visible ..................................................... 28 
1.1.3.2. Espectroscopía infrarroja ...................................................................... 31 
1.1.3.3. Espectroscopía de fluorescencia ........................................................... 33 
1.1.4. Propiedades farmacológicas ......................................................................... 35 
1.1.4.1. Mecanismo de acción ............................................................................ 35 
1.1.4.2. Espectro de acción ................................................................................ 41 
1.1.4.3. Resistencias ........................................................................................... 42 
1.1.5. Medicamentos comercializados y propiedades farmacocinéticas ................ 43 
1.1.6. Toxicidad y eficacia ..................................................................................... 48 
1.1.6.1. Efectos adversos ................................................................................... 48 
1.1.6.2. Toxicidad, eficacia y coste .................................................................... 49 
1.1.7. Indicaciones terapéuticas y posología .......................................................... 51 
1.1.7.1. Indicaciones terapéuticas ...................................................................... 51 
1.1.7.2. Posología ............................................................................................... 52 
1.1.8. Nuevas formulaciones de anfotericina B ..................................................... 53 
1.1.8.1. Administración por vía IV .................................................................... 53 
1.1.8.2. Administración por vía tópica ............................................................... 55 
 
 
1.1.8.3. Administración por VO ........................................................................ 57 
1.1.8.4. Otras vías de administración ................................................................. 63 
1.2. Enfermedades tratadas con anfotericina B .......................................................... 64 
1.2.1. Leishmaniasis ............................................................................................... 64 
1.2.1.1. Epidemiología ....................................................................................... 64 
1.2.1.2. Ciclo biológico ...................................................................................... 66 
1.2.1.3. Respuesta inmunitaria ........................................................................... 68 
1.2.1.4. Clínica ................................................................................................... 69 
1.2.1.5. Tratamiento frente a Leishmania .......................................................... 71 
1.2.2. Micosis ......................................................................................................... 74 
1.2.2.1. Micosis invasivas .................................................................................. 74 
1.2.2.2. Micosis cutáneas ................................................................................... 75 
1.2.2.3. Tratamiento antifúngico ........................................................................ 76 
2. JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS, OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO ............. 81 
2.1. Justificación e hipótesis ....................................................................................... 81 
2.2. Objetivos y planteamiento ................................................................................... 82 
3. PUBLICACIONES ................................................................................................. 87 
3.1. Primera publicación ............................................................................................. 87 
Hemolytic and pharmacokinetic studies of liposomal and particulate amphotericin 
B formulations ......................................................................................................... 87 
Resumen de los objetivos y discusión de los resultados ....................................... 103 
3.2. Segunda publicación .......................................................................................... 107 
A novel formulation of solubilised amphotericin B designed for ophthalmic use 107 
Resumen de los objetivos y discusión de los resultados ....................................... 113 
3.3. Tercera publicación ........................................................................................... 115 
Oral particle translocation to lung, liver and spleen confers oral amphotericin B 
activity in visceral leishmaniasis .......................................................................... 115 
Resumen de los objetivos y discusión de los resultados ....................................... 147 
4. DISCUSIÓN FINAL ............................................................................................. 153 
5. CONCLUSIONES/ CONCLUSIONS .................................................................. 167 
8. BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................... 173 





AEMPS  Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios   
AmA   Anfotericina A 
AmB   Anfotericina B 
AUC  Área bajo la curva 
Bid  Dos veces al día 
C  Carbono 
CCA  Concentración crítica de agregación 
CD   Ciclodextrina 
Cl  Aclaramiento 
CL  Leishmaniasis cutánea 
CMC  Concentración crítica micelar 
DL50  Dosis individual de una sustancia que provoca la muerte del 50% de la 
población  
DMSO Dimetilsulfóxido 
DSPE  Distearoilfosfatidiletanolamina 
FTIR   Espectroscopía de infrarrojo con transformada de Fourier  
GCPQ  Quaternary Ammonium Palmitoyl Glycol Chitosan 
GRAS  Listado de excipientes cuyo uso se considera por lo general seguro 
(Generally Regarded As Safe) 
HPLC  Cromatografía líquida de alta resolución 
IM  Intramuscular 
IP   Intraperitoneal 
IV  Intravenoso  
MCL  Leishmaniasis mucocutánea 
ND  Dato no disponible 
NO  Óxido nítrico 
PEG  Polietilenglicol 
ROS  Especies reactivas de oxígeno 
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SEM  Microscopía electrónica de barrido 
SLN  Nanopartículas sólidas lipídicas 
SRE  Sistema del retículo endotelial 
t1/2  Semivida de eliminación 
tmax  Tiempo en el que se alcanza la concentración plasmática máxima 
TEM  Microscopía electrónica de transmisión 
USP  Farmacopea de los Estados Unidos 
UV   Ultravioleta 
Vd  Volumen de distribución 
VL  Leishmaniasis visceral 



































La anfotericina B (AmB) es un fármaco caracterizado por presentar un amplio espectro 
antifúngico y antiparasitario. Se administra por vía parenteral debido a su mínima 
absorción oral. A pesar de su eficacia, su uso clínico se ve limitado por la aparición de 
efectos adversos, principalmente nefrotoxicidad y hemólisis. La Fungizona
®
 primer 
medicamento comercializado, ha sido desplazada en muchos países por las nuevas 
formulaciones lipídicas de AmB que presentan un balance beneficio/riesgo más 
favorable, pero sin embargo, tienen un coste muy elevado. Por esta razón, existe una 
necesidad clínica de desarrollar formulaciones de AmB que presenten una buena 
relación coste-eficacia y que sean seguras para tratar infecciones fúngicas y parasitarias. 
Con este objetivo se desarrollaron nuevas formulaciones parenterales de AmB 
combinando diferentes estrategias como encapsulación en microesferas de albúmina, 
diferentes estado de agregación (monómero, dímero y poliagregado) y modificación del 
tamaño de partícula de la formulación. La toxicidad hemolítica se reduce al incrementar 
el tamaño de partícula de los agregados y al encapsular el fármaco en microesferas de 
albúmina. La administración IV de la AmB poliagregada se caracteriza por una rápida 
desaparición de sangre seguida de la acumulación de AmB en tejidos del sistema 
retículo endotelial y una lenta eliminación del organismo con un tiempo medio de 
residencia de 65 h. Por consiguiente, la AmB poliagregada constituye una alternativa 
segura y coste-efectiva al AmBisome
®
 para el tratamiento de enfermedades como la 
leishmaniasis, ya que el fármaco es vectorizado hacia los órganos donde los parásitos 
están acumulados en el organismo. 
Aunque existen importantes avances en el desarrollo de formulaciones de AmB por vía 
parenteral, sin embargo, el progreso hacia otras vías de administración no invasivas es 
más limitado. Por el momento, las infecciones fúngicas oculares se suelen tratar con 
colirios preparados a partir de la Fungizona
®
, con el agravante de que es necesaria su 
preparación diaria y además causa irritación en el paciente. La formulación preparada a 
partir del complejo AmB-ciclodextrina (CD) tiene una actividad antifúngica un 30% 
superior a la Fungizona
®
, es fácil de preparar y mantiene su actividad antifúngica y 
características fisicoquímicas estables durante al menos un mes.  
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De manera similar, no se conoce ninguna formulación de AmB comercializada para el 
tratamiento de infecciones sistémicas que sea administrada por vía oral. Se ha 
conseguido aumentar la biodisponibilidad oral del fármaco hasta cerca del 25% gracias 
a la formación de nanopartículas formadas a través de la interacción entre la AmB y 
chitosán anfifílico modificado (GCPQ). La administración oral de esta formulación 
durante diez días consecutivos es eficaz frente a Leishmania, ya que permite acumular 
cantidad suficiente de AmB en los órganos diana (hígado y bazo), dando lugar a una 
reducción de la carga parasitaria en un 98.9 y un 92.1%  respectivamente. 
En conclusión, es necesario desarrollar estrategias que permitan mejorar tanto la 
solubilidad, biodisponibilidad y acumulación de AmB en los órganos diana en función 
del tipo de enfermedad a tratar, el perfil farmacocinético deseado y la vía de 
administración. La AmB poliagregada, el complejo AmB-CD y las nanopartículas 
formadas por la interacción de AmB-GCPQ han demostrado ser formulaciones fáciles 
de preparar, con un favorable balance beneficio/riesgo y una mejor relación coste-
eficacia para el tratamiento de infecciones fúngicas y/o parasitarias para ser  
















Amphotericin B (AmB) is a broad antifungal and antiparasitic drug, usually 
administered via intravenous infusion due to its low aqueous solubility and low oral 
absorption. AmB clinical use is limited by acute toxicity presenting as mostly as fever 
and gastrointestinal symptoms as well as chronic toxicity related to hemolysis and 
nephrotoxicity. Fungizone’s low therapeutic index is responsible for its replacement by 
novel lipidic AmB formulations with a more favourable risk-benefit ratio and a very 
high cost which limit their use in developing countries. Thus, there is an increased need 
to engineer cost-effective and safe AmB formulations for the treatment of fungal and 
parasitic diseases.  
Novel controlled release parenteral formulations were developed combining AmB 
loading in albumin microspheres, drug aggregation state (monomer, dimer and poly-
aggregated) and particle size modifications in order to improve its efficacy/toxicity 
balance. Larger particle size and drug encapsulation in albumin microspheres showed a 
reduction in AmB hemolytic toxicity. Intravenous administration of poly-aggregates of 
AmB results in a short plasma half-life but a high AmB tissue accumulation 
characterized by a prolonged mean residence time of 65 h. Poly-aggregated AmB is a 
safe cost-effective alternative for the treatment of several diseases such as leishmanisis 
where the parasites are accumulated intracellularly in macrophages of the reticulo-
endothelial system. 
Although there are significant advances in parenteral formulations of AmB, limited 
research is available on the development of non-invasive formulations. Ocular fungal 
infections are commonly treated with extemporaneous dilutions of Fungizone
®
 which is 
effective but needs daily preparation and causes irritation. AmB-cyclodextrin (CD) 
formulation has shown to be suitable for the treatment of ocular fungal infections 
because it has an enhanced antifungal activity (30% higher than Fungizone
®
), can be 
easily prepared extemporaneously and maintains stable its antifungal activity and 
physicochemical characteristics over one month.  
Similarly, no oral formulation of AmB is available for the treatment of systemic 
infections. A novel nanoparticulate formulation prepared via the interaction of AmB and 
quaternary ammonium glycol chitosan (GCPQ) was developed able to enhance the oral 
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durg bioavailability to ~25%. The oral administration of this formulation during ten 
consecutive days enabled the accumulation of high amounts of AmB in clinically 
relevant tissues such as liver and spleen and was shown to be able to reduce parasitic 
load by 98.9% and 92.1% respectively. 
In conclusion, strategies to enhance the solubility, bioavailability and tissue 
accumulation of AmB need to be optimised depending on the disease state, desired 
pharmacokinetics and route of administration.  In this thesis, we have demonstrated that 
poly-aggregated AmB, AmB–CD complexes and AmB-GCPQ nanoparticles are useful 
formulations for IV, ophthalmic and oral administration respectively able to overcome 
challenges related to the treatment of fungal infections or parasitic diseases such as 
visceral leishmaniasis providing easily prepared and cost-effective treatment 





















































1.1. Anfotericina B 
 
1.1.1.  Antecedentes históricos 
La AmB es un fármaco que pertenece a los grupos J02A (antimicóticos sistémicos) y 
A01A2 (antifúngicos bucales y gastrointestinales) [1]. Es un antibiótico poliénico de 
color amarillo-anaranjado, obtenido a nivel industrial a partir de determinadas cepas de 
Streptomyces nosodus [2]. Este microorganismo fue descubierto en 1955 en el delta del 
río Orinoco en Tembladora (Venezuela) por W. Gold et al., quienes evaluaron por 
primera vez las propiedades biológicas de la AmB [2, 3]. En 1956, se describe la 
utilización de AmB en humanos para el tratamiento de candidiasis cutáneas [4]. Sin 
embargo, el uso de AmB en humanos se generaliza en 1957, siendo utilizada para el 
tratamiento de otras enfermedades como la blastomicosis [5],  coccidiomicosis [6] e 
infecciones fúngicas sistémicas [7]. El inicio de la era moderna de la terapia antifúngica 
viene marcado por el desarrollo de la Fungizona
®
 (AmB), caracterizada por ser el 
primer antimicótico con amplio espectro de acción de administración sistémica, el cual 
fue comercializado por Bristol-Myers Squibb en 1958 [8]. Aunque la nistatina 
(Mycostatin
®
) fue el primer antifúngico utilizado en la práctica clínica, debido a su 
toxicidad por vía parenteral, su uso quedó limitado a infecciones fúngicas cutáneas [8]. 
La Fungizona
®
 fue considerada durante varias décadas como fármaco de referencia 
(gold estándar) en el tratamiento de infecciones fúngicas sistémicas [9, 10]. Sin 
embargo, su administración por vía intravenosa (IV) está asociada con graves problemas 
de nefrotoxicidad, que limitan considerablemente su uso en la práctica clínica [10, 11]. 
Han transcurrido más de tres décadas hasta que nuevas formulaciones lipídicas de AmB 
con mejores perfiles de seguridad que la Fungizona
®
 han salido al mercado (Figura 1).  
La Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) aprobó dos 





) y un tercer fármaco en 1999 (Amphocil
®
 o también denominado Amphotec
®
) 
[12]. Aunque existe cierta controversia debido a la gran variabilidad de factores 
existentes en juego (como el tipo de infección a tratar u otras comorbilidades 





nuevas formulaciones lipídicas tienen una mayor o igual eficacia clínica y menor 
nefrotoxicidad que la Fungizona
®
 [10, 11, 13, 14], si bien estas nuevas formulaciones 
son mucho más costosas que la Fungizona
® 
[11, 13]. Sin embargo, teniendo en cuenta 
los costes sanitarios indirectos generados principalmente por problemas renales graves 
(que ocasionan un aumento de la tasa de morbimortalidad y prolongación del tiempo de 
hospitalización), hacen que las formulaciones lipídicas lleguen a ser coste-efectivas [11, 
13].  
 
Figura 1. Eventos históricos claves en el desarrollo de la AmB 
Mientras que en los países en vías de desarrollo, la Fungizona
®
 sigue siendo 
ampliamente utilizada, en los países desarrollados, las nuevas formulaciones lipídicas 
ocupan la primera línea de tratamiento de infecciones fúngicas sistémicas quedando el 
uso de la Fungizona
®
 relegado a un segundo plano [1, 15]. De hecho, desde mayo de 
2012, la autorización de comercialización de la Fungizona
®
 ha sido revocada por la 
AEMPS [12].  
Además de la actividad antifúngica, ya a finales de la década de los 50, se descubrió que 
la AmB presentaba actividad frente a protozoos como Leishmania [16]. En la 
actualidad, la AmB liposomal (AmBisome
®
) además de los fármacos antimoniales 
(Glucantime
®
), son los tratamientos de elección frente a la leishmaniasis visceral en 
España [1]. 




1.1.2.  Estructura y propiedades fisicoquímicas 
1.1.2.1. Estructura 
La AmB es el ácido (19E,21E,23E,25E,27E,29E,31E)-(1R,3S,5R,6R,9R,11R,15S,16R, 
17R,18S,33R,35S,36R,37S)-33(3-amino-3,6-didesoxi--D-manopiranosil)oxi-1,3,5,6, 
9,11,17,37-octahidroxi-15,16,18-trimetil-13-oxo-14,39-dioxabiciclo 33.3.1 -nonatria-
conta-19,21,23,25,27,29,31-hepteno-36-carboxílico  [17]. Su fórmula empírica es 
C47H73NO17 [17]. Streptomyces nosodus produce además de AmB, anfotericina A 
(AmA), la cual se caracteriza porque el doble enlace de la posición C28-C29 está 
reducido (Figura 2) [18]. Aunque ambas moléculas presentan una estructura química 
muy similar, la AmA tiene menor actividad biológica que la AmB [18]. Por esta razón, 
la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) exige que todo producto utilizado como 
AmB contenga un mínimo del 75% de esta molécula [19].  
 
Figura 2. Estructura química de la AmB y AmA 
El peso molecular de la AmB es de 924.08 g/mol [17]. Su estructura química se 
caracteriza por presentar un anillo macrocíclico con un grupo lactónico interno y un 





espectro característico en la zona del ultravioleta/visible [20]. La AmB es una molécula 
anfifílica (o también denominado anfipática) caracterizada por presentar una cara 
lipofílica (hidrófoba) constituida por la cadena heptaénica que alarga la estructura del 
anillo macrocíclico y da rigidez a la molécula, y por una cara hidrofílica (polar) 
compuesta por siete grupos hidroxilo y un grupo éster. Además presenta un anillo 
interno tipo hemiacetal, el cual se encuentra en equilibrio con la forma cetónica abierta 
cuando la molécula está en solución [20].  
La AmB es una molécula anfótera como su nombre indica, de manera que es capaz de 
comportase tanto como ácido como base en función del pH del medio en la que se 
encuentre [20]. En el anillo macrocíclico presenta un ácido carboxílico y una cadena 
lateral de micosamina (aminodesoxihexosa) con un grupo amino primario. Tanto el 
grupo amino como el grupo carboxílico están ionizados a pH fisiológico, con valores de 
pKa de 10.0 y de 5.5 respectivamente [21]. Ambos grupos juegan un papel clave en la 
actividad biológica que tiene la AmB [22]. 
La síntesis química de la molécula completa fue descrita por Nicolaou et al., en 1987 
[23]. Sin embargo, en la actualidad la síntesis de la AmB se lleva a cabo mediante 
producción biotecnológica, debido a la complejidad estructural de la molécula (con 
múltiples estereocentros, anillo macrocíclico y enlace beta-glicosídico) que provoca 
altos costes y bajo rendimiento [2]. 
1.1.2.2. Solubilidad 
Como consecuencia de su naturaleza anfifílica y zwitteriónica y la distribución 
asimétrica de grupos hidrofílicos e hidrofóbicos, la AmB es una molécula muy poco 
soluble no solamente en solventes acuosos, sino también en la mayoría de los 
disolventes orgánicos [13, 20]. En la tabla 1, se describe la solubilidad de la AmB en 
diferentes solventes. La AmB en agua a pH fisiológico (pH 6 – 7) presenta una 
solubilidad inferior a 0.001 mg/mL [13]. Esta es una de las principales razones por las 
que la absorción oral de la AmB es mínima y por tanto, se tiene que administrar por vía 
parenteral. Cuando la AmB se encuentra en medios acuosos alcalinos (pH > 11) o 
ácidos (pH < 2), su solubilidad se ve incrementada considerablemente (≈ 0.1 mg/mL) 
debido a la formación de sales, pero sin embargo, su acción antimicótica se ve reducida 
[2, 24]. Para incrementar la solubilidad de la AmB en agua, se pueden incorporar 
diferentes surfactantes en el medio, tales como, lauril sulfato sódico o desoxicolato 




sódico [20]. Por ejemplo, la Fungizona
®
, fármaco de referencia de la terapia 
antifúngica,  es una dispersión micelar de AmB en desoxicolato sódico [25]. 
Tabla 1. Solubilidad de la AmB en diferentes solventes [13, 20, 24] 
Solvente 
Solubilidad de la AmB 
(mg/mL) 
Dimetilsulfóxido 30 - 40 
Etilenglicol 2.6 
Dimetilformamida 2 – 4 
Metanol 2 
Ácido acético 1 - 2 
Propilenglicol 1 - 2 
Etanol 0.5 
Acetona 0.35 
Alcohol isopropílico 0.11 
Agua alcalina (pH> 11) o 




Éter de petróleo 0.01 
Agua a pH fisiológico (pH 6-7) < 0.001 
 
1.1.2.3. Estado de agregación 
El estado de agregación de la AmB es un parámetro complejo ya que condiciona no solo 
la toxicidad sino también la actividad y la farmacocinética del fármaco [13]. Es un 
parámetro difícil de controlar, ya que en solución existe un complejo equilibrio entre las 
diferentes especies (monómero, dímero y poliagregado) el cual puede verse alterado 
cuando la formulación es diluida [26]. De manera que el estado de agregación de una 
determinada formulación de AmB puede ser modificado tras su administración in vivo, 
de ahí que sea esencial evaluar el efecto del estado de agregación con ensayos tanto in 
vitro como in vivo [27]. 
En medios acuosos y a concentraciones muy bajas, la AmB se encuentra en estado 
monomérico. Sin embargo, debido a su naturaleza anfipática, la AmB tiende a agregarse 





µg/mL (1 µM) [28, 29]. La CCA determina la concentración mínima a partir de la cual 
las moléculas de AmB dejan de estar en estado monomérico y comienzan a formarse 
agregados micelares como consecuencia de la interacción hidrofóbica entre cadenas 
poliénicas de diferentes moléculas de AmB [2, 30]. A mayor concentración de AmB en 
el medio, aumenta no sólo el número de agregados, sino también el tamaño de los 
mismos [31]. Se han descrito agregados con un peso molecular próximo a 2 x 10
6
 en 




 M y 
en presencia de desoxicolato sódico y sales fosfato [20, 32]. Teniendo en cuenta que el 
peso molecular de una molécula de AmB es de 924.08 g/mol, nos puede dar una idea 
del gran número de moléculas que pueden llegar a formar parte de los agregados (ej. 2 x 
10
6/ 924.08 ≈ 2164 moléculas).  
La AmB cuando se encuentra en estado monomérico da lugar a una disolución 
completamente transparente de color amarilla [13]. A medida que la concentración de 
moléculas de AmB en el medio acuoso se incrementa, empiezan a formarse agregados, 
también denominados dímeros u oligómeros, que dan lugar a una dispersión coloidal 
traslúcida de color amarillo anaranjado [13]. Si se sigue incrementando la concentración 
de AmB, el grado de agregación de los oligómeros es mayor y se obtienen suspensiones 
opacas amarillentas (Figura 3).  
 
Figura 3. Apariencia física de los diferentes estados de agregación de la AmB en medio acuoso 
Uno de los modelos más recientes que intenta explicar cómo acontece el proceso de 
agregación de la AmB  ha sido descrito por Wasko et al. [33] (Figura 4). Basándose en 
estudios previos de espectroscopía de fluorescencia llevados a cabo por otros autores 
[34], se calculó la distancia existente entre grupos cromóforos (cadena heptaénica) 




vecinos dentro de la estructura de un agregado de AmB resultando ser 0.48 nm. Debido 
a que esta distancia es muy pequeña, los grupos con cargas eléctricas de la AmB se 
encuentran separados lo máximo posible con el fin de minimizar la energía del sistema. 
De manera que es bastante probable que en medios acuosos, las dos moléculas de AmB 
que componen un dímero se encuentren en un sentido antiparalelo una de otra [33] 
(Figura 4B). Estudios in sílico previos llevados a cabo por Mazerski et al., corroboran 
esta estructura, mostrando que la máxima estabilidad en el dímero se obtiene cuando 
ambas moléculas se encuentran formando un ángulo de 170° y la distancia entre el 
centro de sus grupos cromóforos, al igual que el calculado mediante técnicas 
espectroscópicas es de 0.48 nm [35, 36].  
 
Figura 4. Modelo del proceso de agregación de la AmB (adaptado de [33]) 
La estructura dimérica de la AmB se considera que queda estabilizada mediante: (i) 
interacciones hidrofóbicas (vía dipolo-dipolo) entre grupos cromóforos y (ii) puentes de 
hidrógeno entre el grupo hidroxilo del C(35) y el oxígeno situado entre el C(42) y C(19) 
[36]. Posteriores estudios in sílico han demostrado que los dímeros pueden asociarse 
fácilmente para dar lugar a tetrámeros por medio de la formación de puentes de 
hidrógeno entre los hidroxilos del C8 y el C3 (Figura 4C), originando una estructura 





descritos como responsables del mecanismo de acción de la AmB (Figura 4D) [33]. Hay 
dos razones principales que corroboran la estructura del tetrámero: (i) los grupos polares 
de micosamina quedarían situados en los extremos del tetrámero estando separados por 
una distancia de 3.2 nm, que resulta muy similar  al espesor de las membranas lipídicas 
y (ii) la superficie externa estaría constituida por las cadenas poliénicas hidrofóbicas las 
cuales pueden incorporarse más fácilmente en la membranas biológicas pero también 
pueden asociarse con otras cadenas poliénicas por medio de interacciones van der Waals 
dando lugar a agregados de mayor tamaño [33]. 
Existen una gran cantidad de parámetros que condicionan el estado de agregación de la 
AmB. Como se ha comentado anteriormente, un factor clave es la concentración de 
fármaco [37, 38], de manera que a concentraciones por debajo de la CCA, la AmB se 
encontrará en estado monomérico, y a concentraciones superiores comenzará a 
agregarse [29]. Pero además de la concentración, existen otra serie de parámetros 
críticos tales como el empleo de agentes surfactantes u otros excipientes [13, 29, 39]. 
Junto a lo anterior, el empleo de desoxicolato sódico como agente tensioactivo da lugar 
a formas agregadas, mientras que la utilización de gamma-ciclodextrina siempre que se 
mantenga una cierta proporción AmB: excipiente es capaz de formar complejos con la 
AmB en estado monomérico [27, 40-42]. Otros excipientes tales como la albúmina 
sérica son capaces de incrementar la CCA de la AmB. Aramwit et al., han demostrado 
que la CCA pasa de ser 1 a 8 µM cuando la AmB se encuentra en un medio isotónico 
que contiene 4% p/v de albúmina [29].  
Además de los excipientes, la temperatura puede originar un cambio en el estado de 
agregación de la AmB [43, 44]. Por ejemplo, someter la Fungizona
®
 durante una hora a 
70 °C de temperatura conduce a la formación de superagregados con un tamaño de 
partícula 13 veces superior al de la Fungizona
®
 pero con una toxicidad hemolítica tres 
veces menor [27]. No se debe olvidar el efecto que tiene sobre el estado de agregación, 
la interacción de la AmB con el solvente en el que se encuentra. La AmB se halla en 
estado monomérico en solventes tales como el dimetilsulfóxido (DMSO), el cual es un 
solvente altamente polar capaz de formar numerosos puentes de hidrógeno con los 
grupos hidroxilo de la AmB. En medios acuosos a pH 7.4, predomina la AmB en forma 
agregada; sin embargo, si se añade metanol como cosolvente se promueve la 
transformación de los agregados insolubles a formas monoméricas solubles [13]. Lo 
mismo ocurre si se incrementa el pH del medio a pH 12, ya que la AmB al ser un 




zwitterión, a pH alcalino posee carga negativa (debido a que los grupos carboxílicos 
estarán ionizados), de manera que la agregación se verá limitada por la repulsión 
electrostática entre los mismos [45]. 
Controlar el estado de agregación de la AmB es una tarea compleja, sin embargo es de 
suma importancia ya que condiciona la interacción con los esteroles de las membranas 
biológicas y por tanto la toxicidad y la actividad del fármaco [13]. La toxicidad de la 
AmB se debe a su interacción con el colesterol de las membranas biológicas de las 
células de mamíferos en vez de con el ergosterol de las células fúngicas y de los 
parásitos. Aunque existe controversia dentro de la comunidad científica, parece ser que 
la AmB en estado monomérico presenta mayor selectividad por el ergosterol en 
comparación con las formas agregadas [26, 46]. A concentraciones muy bajas en las que 
la AmB se encuentra completamente en forma monomérica, predomina la asociación 
con el ergosterol de las membranas biológicas que lleva a la formación de poros o 
canales que producen la muerte de las células fúngicas y parasitarias; sin embargo, 
cuando la concentración de AmB en el medio se incrementa (y empiezan a formarse 
agregados solubles o dímeros de AmB), se observa además la interacción con el 
colesterol de las membranas de células de mamíferos que igualmente se traduce en 
formación de poros o canales en las membranas biológicas que son los que dan lugar a 
problemas de toxicidad [38, 47]. 
Diferentes autores han llevado a cabo múltiples estudios para comparar la toxicidad de 
los diferentes estados de agregación de la AmB [13, 27, 48]. Los estudios in vitro que se 
realizan mayoritariamente para evaluar la toxicidad de la AmB son los estudios de 
toxicidad hemolítica. Espada et al., demostraron que la AmB en estado dimérico es más 
hemolítica que la AmB monomérica a las concentraciones de 10 y 40 µg/mL; sin 
embargo, a altas concentraciones (100 µg/mL), la AmB monomérica resultó ser la más 
hemolítica de las formulaciones comparadas [27]. Un punto importante a resaltar es la 
preparación de los distintos estados de agregación de la AmB. Para poder obtener 
formulaciones que contengan la AmB en forma de monómero, normalmente se utilizan 
bien solventes tales como el DMSO y metanol o excipientes tales como las 
ciclodextrinas. A la hora de comparar la toxicidad hemolítica, hay que tener en cuenta 
que la hemólisis es consecuencia no sólo del estado de agregación de la AmB sino 
también de los excipientes y solventes utilizados en su preparación [49, 50]. Cabe 





importante, las formulaciones que contienen AmB en estado poliagregado (y por tanto 
con mayor tamaño de partícula) resultaron ser mucho menos tóxicas [27]. De hecho, se 
ha observado que existe una relación inversa entre el tamaño de partícula de los 
agregados de AmB y su toxicidad hemolítica [27, 51]. 
De la misma manera, el problema de los excipientes y solventes empleados en la 
preparación de los distintos estados de agregación de la AmB es un factor crítico cuando 
la toxicidad se compara por medio de estudios in vivo. Para estudiar la toxicidad aguda 
de los distintos estados de agregación de AmB, se evalúa la supervivencia de los 
animales tras la administración de las diferentes formulaciones de AmB por vía IV en 
bolus. En todos los casos, la AmB en forma dimérica resultó ser el estado de agregación 
más tóxico [27, 40, 41, 52, 53]. Según los resultados obtenidos por los diferentes 
autores, tras la administración IV de una dosis de 5 mg/kg de AmB dimérica, la tasa de 
supervivencia fue inferior al 50% [27, 41, 52, 53], mientras que tras la administración 
de 10 mg/kg de AmB monomérica, las tasas de supervivencia fueron del 100%  [27] y 
en el caso de AmB poliagregada fueron toleradas dosis de hasta 40 mg/kg [27, 41, 53]. 
En lo que respecta a la actividad in vitro- in vivo de los distintos estados de agregación, 
se han llevado a cabo diferentes estudios en modelos frente a Leishmania y frente a 
Candida. No obstante, siendo una cuestión controvertida, parece que no hay diferencias 
significativas entre la actividad antifúngica y antiparasitaria de la AmB dimérica y 
monomérica [54, 55]; mientras que se ha demostrado que existe una reducción en la 
actividad cuando la AmB se encuentra en estado poliagregado [56, 57]. Sin embargo, 
esta menor actividad se puede ver compensada con un aumento de dosis sin llegar a 
producirse los efectos adversos de la AmB dimérica o monomérica [41, 58]. 
Por último es útil comentar, que el estado de agregación de la AmB condiciona en gran 
medida la distribución del fármaco en el organismo tras su administración IV. Cuando 
sistemas particulados son inyectados por vía IV, pueden ser reconocidos como agentes 
extraños siendo opsonizados por componentes plasmáticos [59]. Las partículas una vez 
opsonizadas, son fácilmente reconocibles por el sistema del retículo endotelial (SRE) 
también denominado sistema fagocítico mononuclear, de manera que los macrófagos 
(principalmente los del hígado, pero también los macrófagos alveolares y del bazo y 
otros macrófagos circulantes) son capaces de fagocitar las partículas opsonizadas, 
retirándolas así de la circulación plasmática pasando a ser acumuladas en tejidos [59, 




60]. Este proceso de opsonización-fagocitosis está condicionado por las características 
que presentan las partículas; en general, a mayor tamaño de partícula, más eficiente es el 
proceso de opsonización, de manera que partículas con un tamaño inferior a los 200 nm 
suelen circular en plasma durante más tiempo [60]. Pero además del tamaño, la 
superficie de las partículas juega un papel clave en este proceso. Las partículas con una 
superficie más hidrofóbica son más eficientemente opsonizadas y posteriormente 
fagocitadas en comparación con las que presentan una superficie hidrofílica; de hecho 
en muchas ocasiones se utilizan polímeros hidrofílicos, como el polietilenglicol (PEG) 
para recubrir las partículas y así incrementar su circulación plasmática [60, 61].  
La AmB en estado poliagregado tiene una serie de ventajas respecto a los otros estados 
de agregación cuando nos referimos al tratamiento de cierto tipo de enfermedades como 
la leishmaniasis visceral, la cual se caracteriza por una acumulación intracelular de 
parásitos dentro de los macrófagos principalmente localizados en hígado, bazo y médula 
ósea [62, 63]. La AmB en estado poliagregado al presentar un tamaño de partícula 
mayor, podría ser más fácilmente opsonizada y posteriormente fagocitada por los 
macrófagos del SRE siendo de esta manera vectorizada hasta los órganos diana [64]. 
Espada et al., han llevado a cabo estudios farmacocinéticos en roedores donde se 
comparaba la biodistribución de la AmB tras su administración IV, obteniéndose una 
mayor acumulación del fármaco poliagregado en bazo e hígado en comparación con la 
AmB dimérica [41].  
1.1.2.4. Morfología y tamaño 
El tamaño y la morfología de los agregados de AmB pueden ser estudiados mediante 
técnicas microscópicas. Debido a la baja solubilidad de la AmB en medios acuosos, los 
agregados formados presentan un tamaño relativamente grande, los cuales pueden ser 
observados mediante microscopía óptica (Figura 5). En todas las imágenes de la figura 
5, se pueden apreciar fragmentos irregulares en forma de aguja o prisma cuyas 
dimensiones oscilan entre los 5-15 µm de largo y menos de 0.3 µm de diámetro [20]. 
Estos fragmentos tienden a agruparse en agregados de mayor tamaño dando lugar a 
“clusters” de unos 80 µm de diámetro. Estas estructuras son características debido al 






Figura 5. Imágenes de los agregados de AmB obtenidas mediante microscopía óptica: A) Estándar 
de AmB [20]; B) AmB en solución de DMSO/H2O (3:1); C) AmB en solución de DMSO/H2O (1:1); 
D) AmB en solución de DMSO/H2O (1:3). Ocular utilizado 10 x. El objetivo empleado se indica en 
cada imagen. 
Sin embargo, con la resolución alcanzada con la microscopía óptica en el mejor de los 
casos se podría llegar a distinguir puntos separados de 0.25 µm [65], de ahí que sea de 
poca utilidad en el campo de la nanotecnología. La resolución se incrementa 
enormemente con la microscopía electrónica, siendo en este caso un haz de electrones lo 
que interacciona con la muestra. La microscopía electrónica de barrido (scanning 
electron microscope; SEM) tiene una resolución de entre 1- 5 nm [66] y consiste en 
hacer incidir sobre la muestra, un haz de electrones acelerados a altas energías [65]. Una 
parte del haz incidente es adsorbido por la muestra y otra parte es transmitida en forma 
de electrones secundarios y elásticos, siendo los electrones secundarios los que se 
utilizan normalmente para la formación de la imagen [65]. Una de las ventajas del SEM 
es que el haz de electrones al ser más estrecho, las imágenes presentan una amplia 
profundidad de campo, con una apariencia tridimensional que resulta muy útil para el 
estudio de la morfología y la superficie del material [66]. Sin embargo, la principal 
desventaja es que la muestra en estudio tiene que ser metálica, por lo que es necesario 
recubrirla normalmente con una fina capa de oro u otro material conductor, para 




proporcionarlas la conductividad eléctrica necesaria para dirigir los electrones a tierra y 
que no se queden acumulados en la superficie ya que distorsionarían la imagen [65]. 
Con todo, el mayor problema es que las imágenes obtenidas se alejan más de la realidad 
y durante este proceso se pueden generar artefactos en las muestras [67]. 
 En el caso de la microscopía de transmisión electrónica (transmission electron 
microscope, TEM), la señal que se utiliza para formar la imagen es la que procede de 
los electrones trasmitidos a través de la muestra. La resolución es aún mayor entre 1 - 2 
Å (0.1 – 0.2 nm) [67], permitiendo estudiar la estructura interna del material además de 
su morfología y topografía [66]. En TEM, la energía del haz de electrones incidente 
tiene que ser muy alta (80 – 400 KV) por lo que en ocasiones puede dañar la muestra y 
el espesor de la misma se tiene que reducir lo máximo posible (100 – 200 Å) [65]. Con 
ambas técnicas de microscopía electrónica además podemos tener una idea del tamaño 
de partícula de nuestro material; sin embargo, hay que tener en cuenta que en ambos 
casos, al requerir que la muestra esté seca, no nos proporciona información sobre el 
tamaño hidrodinámico que tienen las partículas cuando se encuentran en soluciones 
acuosas a diferencia de otras técnicas como la espectroscopía de correlación fotónica 
[67]. 
La microscopía electrónica resulta de gran utilidad a la hora de estudiar la presencia de 
agregados de AmB en las formulaciones desarrolladas. La formación de cristales en 
forma de aguja o prisma es bastante característica. Las imágenes SEM nos da una visión 
tridimensional de los mismos (Figura 6A), mientras que las imágenes TEM son 
bidimensionales (Figura 6B). Como se ha comentado anteriormente, una de las ventajas 
de la microscopía de transmisión, es su mayor poder de resolución. De hecho, cuando la 
AmB se encuentra en soluciones acuosas existe un equilibrio entre la forma 
monomérica y las formas agregadas [32]. Al incrementar la resolución en TEM, se 
puede apreciar dicho equilibrio entre formas micelares y agregados (cristales) de mayor 
tamaño (Figura 6C). A la hora de desarrollar diferentes formulaciones galénicas, en 
algunas casos nos puede interesar controlar el grado de agregación del fármaco evitando 
la formación de grandes clusters (Figura 6D) o bien solubilizar o encapsular la AmB en 
diferentes sistemas (Figura 6E). La microscopía electrónica a pesar de las limitaciones 
que tiene, es una técnica sumamente útil a la hora de evaluar el grado de agregación de 
la AmB para poder comprender mejor cómo se comporta el fármaco en presencia de 






Figura 6. Imágenes de AmB obtenidas mediante microscopía electrónica: A) Imagen SEM (5.0 
KV): AmB con desoxicolato sódico como excipiente (1:0.82); B) Imagen TEM (120.0 KV): AmB en 
dextrosa al 5%; C) Imagen TEM (120.0 KV): AmB en dextrosa al 5%; D) Imagen TEM (120.0 
KV): AmB con polisorbato 80 y aceite de soja (1:1:5); E) Imagen TEM (120.0 KV): AmB con 
chitosán modificado (1:5). Acetato de uranilo al 1% como contraste negativo en TEM. 
1.1.2.5. Grado de cristalinidad 
La AmB presenta una estructura cristalina que puede observarse en el análisis por 
difracción de rayos X (Figura 7A). Esta estructura cristalina puede verse afectada por 
varios factores; así por ejemplo, tras ser calentada a 158°C durante 15 minutos, se 
aprecia un cambio en el patrón obtenido por difracción de rayos X en donde los picos 
característicos del fármaco presentan una menor intensidad y además algunos están 
ligeramente desplazados en comparación a su valor inicial (Figura 7A). Estos cambios 
están relacionados con una pérdida de cristalinidad (≈ 30%) y un incremento en la 
forma amorfa de la AmB [20]. Cuando la AmB es sometida a otro tipo de procesos 
(pulverización), aparecen picos más anchos y de baja intensidad (Figura 7B), ésto 
implica que la mayor parte de la AmB ha experimentado un cambio de transición de 
estructura cristalina a amorfa [20]. 





Figura 7. Análisis de la AmB por difracción de rayos X [68]: A) AmB en estado sólido sin ser 
sometida a ningún tipo de tratamiento ( — ); AmB calentada durante 15 minutos a 158°C (- - -); B) 
AmB pulverizada a temperatura ambiente, durante 3 minutos. La sección ampliada en 4 x 10
2
 cps 
está representada por *. 
El patrón obtenido por rayos X es único para cada fármaco y no solo nos aporta 
información muy útil acerca de la estructura (cristalina o amorfa), sino también nos 
permite detectar impurezas o identificar el fármaco en una mezcla con otros excipientes 
[69]. Además de la difracción por rayos X, existen otras técnicas para determinar si 
nuestro fármaco se encuentra en estado cristalino o amorfo, tales como la microscopía, 
la calorimetría diferencial de barrido, técnicas de infrarrojo o resonancia magnética 
nuclear [70]. Existen diferentes procedimientos que pueden favorecer la transición a 
forma amorfa, tales como la liofilización, la pulverización, la atomización (o spray-
drying), la desecación en lecho fluido y la compresión entre otros [70]. En fármacos 
como la AmB, caracterizados por una solubilidad acuosa muy limitada, la obtención de 
formas amorfas sería ventajosa ya que son más solubles que las formas cristalinas [70]. 
Ahora bien, hay que tener en cuenta que las formas amorfas captan agua con mayor 
facilidad y esto puede dar lugar a mayores problemas de estabilidad físicoquímica y 
además son termodinámicamente menos estables que las formas cristalinas, de manera 





solubilidad del fármaco [69], lo cual en última instancia podría traducirse en una menor 
biodisponibilidad oral o una menor actividad farmacológica. 
1.1.2.6. Estabilidad y conservación 
La AmB en estado sólido y a temperatura ambiente es estable durante largos periodos 
de tiempo [20]. Sin embargo, cuando la AmB en estado sólido se somete a altas 
temperaturas, se  produce una pérdida de potencia; por ejemplo, la pérdida de potencia 
es del 17% cuando se expone a temperaturas de 105 °C durante 16 h, o la pérdida es aún 
mayor (21%), si se somete a temperaturas de 158 °C durante 15 minutos [20]. La 
estabilidad de la AmB en medio líquido es mucho menor. La AmB en tampón fosfato 
citrato es relativamente estable a un pH entre 5 y 7 y las soluciones de isopropanol/agua 
(1:1) a pH entre 6-8 son estables durante varios días [20]. Sin embargo, la estabilidad de 
la AmB es menor en medios acuosos a pH de 4 ó 10, y se degrada fácilmente a pH 
extremos (ej. pH 12) [20]. Al igual que en estado sólido, al incrementar la temperatura 
de las soluciones, la estabilidad de la AmB disminuye considerablemente (la cinética de 
degradación es el doble de rápida a 70 °C en soluciones acuosas a pH 7 que a 30 °C). 
Además de la temperatura y el pH, hay otros factores que influyen en la estabilidad 
físicoquímica de la AmB. La AmB es más estable en atmósferas sin oxígeno y sin luz 
[71], y también presenta una mayor estabilidad en estado líquido si el envase utilizado 
es de polipropileno en vez de cristal [72]. 
En lo que respecta a la estabilidad físicoquímica de los medicamentos comercializados 







), y por tanto en estado sólido, que permite 
alargar el periodo de validez de dichos medicamentos hasta 2- 3 años (Tabla 2). El 
único medicamento que no es un producto liofilizado es el Abelcet
®
, de ahí que sea el 
que presente un periodo de validez ligeramente inferior en comparación a los otros (18- 
24 meses). El Abelcet
®
 se basa en una suspensión lipídica de AmB (con un tamaño de 
partícula entre 1 – 10 µm [73]), y es por lo cual la estabilidad en medio líquido del 
fármaco se ha conseguido prolongar durante al menos 18 meses. En la tabla 2, se recoge 
la estabilidad de las formulaciones (que viene descrita en la ficha técnica de cada 
medicamento) una vez que el producto liofilizado ha sido reconstituido con agua estéril 
y después de la dilución con suero glucosado previa a su administración IV.  Un punto 
importante a tener en cuenta es que en todos los medicamentos se hace mención 




especial al hecho de que en ningún caso, las formulaciones deberían de ser 
reconstituidas o diluidas con soluciones salinas, ya que provocaría la precipitación del 
fármaco. Se ha demostrado que puede llegar a producirse una reducción del 25% de la 
actividad del fármaco en 4 horas [20]. 
Tabla 2. Estabilidad fisicoquímica de los medicamentos comercializados con AmB [12] 
 
Además hay que tener en cuenta que ninguno de los medicamentos contiene agente 
bacteriostático (principalmente debido a potenciales interacciones que pueden causar la 
precipitación del fármaco) y la AmB como tal, tiene actividad antifúngica pero no tiene 
actividad ni frente a virus ni bacterias. Por esta razón hay que prestar especial atención: 
(i) a que tanto la reconstitución como la dilución se lleven a cabo en condiciones 
asépticas controladas y (ii) el tiempo y las condiciones de almacenamiento previos a la 
administración. El almacenamiento entre 2-8 °C por lo general, prolonga la estabilidad 
del fármaco y además evita el crecimiento de microorganismos. 
La formulación liposomal (AmBisome
®
) parece ser la más estable de todas tanto en el 
producto liofilizado como el producto reconstituido o diluido con suero glucosado. 





que las diluidas con glucosa al 10 ó al 20% especialmente si se almacenan entre 2 y 8 
°C, lo cual puede estar relacionado nuevamente con problemas de interacción y 
precipitación del fármaco con altas concentraciones de glucosa en el medio. No 
obstante, existen trabajos que demuestran que la estabilidad físicoquímica de la 
formulación liposomal es muy superior a la que viene indicada en la ficha técnica del 
medicamento. Morand et al., han demostrado que el AmBisome
®
 una vez reconstituido 
en agua, mantiene su integridad tanto física como química durante un periodo de tiempo 
de 6 meses tanto a temperatura ambiente como entre 2 y 8 °C [74]. Sin embargo, al no 
contener ningún agente bacteriostático, uno de los principales riesgos sería la 
contaminación durante la manipulación del medicamento y el posterior desarrollo de 
microorganismos en medio acuoso. Teniendo en cuenta que se trata de formulaciones de 
administración parenteral, el riesgo se incrementa exponencialmente. 




 es muy 
inferior en comparación con el AmBsiome
®
 o la Fungizona
®
. En cuanto al Abelcet
®
, 
aunque en la ficha técnica viene indicado un periodo de estabilidad de 48 horas a 2 – 8 
°C y de 6 horas a temperatura ambiente, Vanneaux et al., han demostrado que tras su 
dilución en medio glucosado, la formulación es estable a ambas temperaturas durante al 
menos una semana [75]. En el caso del Amphocil
®
, llama la atención que en estado 
sólido es el más estable a altas temperaturas (30°C), mientras que una vez reconstituido 
tiene que ser usado dentro de las 24 horas siguientes. La mayor estabilidad en estado 
sólido podría estar relacionada con el hecho de que el Amphocil
®
 tiene en su 
composición sulfato sódico de colesterilo como lípido principal, el cual tiene una mayor 
temperatura de transición de fase que la fosfatidil colina hidrogenada y el diestearoil 
fosfatidil glicerol (componentes lipídicos del AmBisome
®
) [76, 77].  
1.1.3.  Propiedades espectroscópicas 
1.1.3.1. Espectroscopía Ultravioleta-Visible 
El grupo cromóforo de la AmB constituido por siete dobles enlaces conjugados juega un 
papel clave en las propiedades espectroscópicas de la molécula. Los dobles enlaces 
conjugados dan lugar a un alto grado de deslocalización de los electrones, con la 
consiguiente reducción de la energía requerida para una transición de electrones entre 
los orbitales moleculares π (enlazante y de menor energía) – π* (antienlazante) [78]. 
Cuanto mayor es el número de enlaces conjugados, menor es la energía de excitación 




necesaria para producir la transición electrónica, de ahí que los picos de máxima 
absorción de la AmB se encuentren desplazados a mayores longitudes de onda en 
comparación con moléculas que contienen menor número de dobles enlaces conjugados 
[79]. Por consiguiente, la AmA al carecer de un doble enlace, no tiene los siete dobles 
enlaces conjugados como la AmB (Figura 2), de manera que aunque presente el mismo 
número de picos de máxima absorción, estos presentan menor intensidad y se 
encuentran a menores longitudes de onda en comparación con los de la AmB (Figura 8). 
 
Figura 8. Espectro de absorción en el UV-visible de la AmB y de la AmA, ambas disueltas en un 
mezcla de DMSO y metanol a concentraciones de 5.45 y 8.32 µg/mL respectivamente [20]. 
Cuando se emplean disolventes polares para solubilizar la molécula se produce un 
desplazamiento batocrómico (es decir un incremento en las longitudes de onda de 
máxima absorción), debido a que el estado excitado es más polar, es más estable y se 
requiere menos energía para la transición electrónica entre orbitales [79]. 
Los estudios de espectroscopía de absorción en el UV-Visible resultan de gran utilidad a 
la hora de estudiar los distintos estados de agregación de la AmB, ya que presentan un 
espectro de absorción característico (Figura 9A) con diferentes bandas de máxima 






Figura 9. Espectro de absorción en el UV-Visible de la AmB [27]; A) Espectro de absorción de los 
diferentes estados de agregación: monómero ó M-AMB (—), dímero ó D-AMB (····) y poliagregado 
ó P-AMB (- - -); B) Espectro de absorción de la AmB en estado poliagregado (P-AMB); C) Estado 
de agregación de diferentes formulaciones de AmB: AmBisome
®
 (—), Fungizona® (····) y 
Fungizona
® 
calentada (- - -). 
El espectro de absorción de la AmB en estado monomérico (ej. AmB solubilizada en 
solventes orgánicos como DMSO o metanol o a concentraciones muy bajas por debajo 
de la CCA) se caracteriza por presentar cuatro picos de máxima absorción a las 
longitudes de onda siguientes: (i) 406 – 412 nm; (ii) 383 – 388 nm; (iii) 363 – 368 nm; 
(iv) 344 – 350 nm (Tabla 3) [13, 80, 81].  
Cuando la AmB empieza a agregarse y pasa de estado monomérico a estado dimérico, 
se observa un profundo cambio en su espectro de absorción (Figura 9A). Por un lado, 
tiene lugar un desplazamiento hipsocrómico de la banda situada a los 344 – 350 nm 
hacia longitudes de onda menores, apareciendo un banda de máxima absorción muy 
intensa (efecto hipercrómico) entre los 328 – 340 nm [82]; además se puede apreciar un 
efecto hipocrómico (disminución de la absorbancia) en las bandas localizadas a los 363-
368, 383–388 y 406–412 nm así como un efecto batocrómico debido a la nueva banda 
de absorción entre los 415 – 425 nm [82].  
Durante el proceso de agregación, los grupos cromóforos interaccionan entre sí por 
medio de fuerzas hidrofóbicas de manera que los niveles de energía se ven alterados 
[78, 83]. Cuando se forman agregados de mayor tamaño (poliagregados), la interacción 
hidrofóbica entre los grupos cromóforos es aún mayor y trae consigo un efecto 
hipocrómico notable en las bandas de máxima absorción localizadas a los 360-363, 383-
385 y 406-420 nm (Figura 9B) [13].  
 




Tabla 3. Diferentes estados de agregación, sinónimos, longitudes de onda de máxima absorción y 
ratio entre la absorbancia del primer (λ
1
) y del último pico de absorción (λ
4
) [13, 52, 80, 81] 
Aunque existe cierta discrepancia sobre las longitudes de onda de máxima absorción, se 
puede comparar el estado de agregación entre unas formulaciones y otras calculando el 
ratio entre los valores de absorbancia del primer pico (menor longitud de onda) y los 
valores de absorbancia del último pico (mayor longitud de onda) [52]. De manera que, 





) tiene un valor inferior a 0.25, mientras que cuando predomina la AmB en estado 




) presenta un valor muy alto igual o 
superior a 2 [52]. Sin embargo, este método para evaluar el estado de agregación tiene 
ciertas limitaciones cuando se trata de formas poliagregadas. 
En la figura 8C, se puede observar como el espectro de absorción de formulaciones 
comerciales tales como el AmBisome
®
 o la Fungizona
®
 es bastante similar estando 
caracterizado por presentar AmB en forma dimérica (aunque con un ligero 
desplazamiento del máximo de absorción hacia longitudes de onda menores en el caso 
del AmBisome
®
). Cabe destacar, que el producto obtenido tras el calentamiento 
(durante 1 h a 70 °C) de la Fungizona
®
 sufre un desplazamiento hipsocrómico e 
hipocrómico en su espectro de absorción, ya que la temperatura induce la formación de 
superagregados de AmB [27, 57]. 
1.1.3.2. Espectroscopía infrarroja 
La espectroscopía infrarroja se basa en la absorción de la radiación infrarroja por las 
moléculas en vibración; de manera que, una molécula absorberá energía de un haz de 
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produzca una transición vibracional de la molécula. Gracias a la energía proporcionada 
mediante luz infrarroja, las moléculas empiezan a vibrar de una manera determinada, 
pudiendo distinguirse dos categorías básicas de vibraciones: de tensión y de flexión. 
Sin embargo, no todas las vibraciones y rotaciones de una molécula producen una 
absorción de radiación incidente; solamente serán activos al infrarrojo aquellos modos 
vibracionales y rotacionales de la molécula con momento bipolar diferente de cero o 
aquellos que induzcan un momento diferente de cero en la molécula. Todas las 
moléculas (excepto las especies diatómicas homonucleares como el O2) presentan un 
espectro infrarrojo característico, denominado huella dactilar [84], lo que permite 
identificar a cada sustancia por su espectro infrarrojo. 
Los espectros muestran bandas que son típicas de grupos funcionales particulares y que 
tienen localizaciones e intensidades específicas dentro del espectro infrarrojo. Una de 
las principales aplicaciones de esta técnica en el campo de la tecnología farmacéutica es 
que nos permite inferir las estructuras moleculares de la sustancia analizada, por lo que 
resulta de gran utilidad a la hora de estudiar las interacciones existentes entre diferentes 
compuestos en una misma formulación. Las intensidades en las bandas del espectro de 
una mezcla,  son generalmente proporcionales a las concentraciones de los componentes 
individuales [85], por lo que se puede evaluar si tras la mezcla entre diferentes 
compuestos (ej. fármaco y excipientes) aparecen nuevas bandas o se mantienen las 
bandas de los compuestos originales en el espectro infrarrojo. 
En la figura 10, se describen los picos principales del espectro de absorción infrarroja de 
la AmB. Cabe destacar las picos localizados a 1691 y 1552 cm
-1
 correspondientes con 
las vibraciones de tensión del enlace C=O del ácido carboxílico y las vibraciones de 
flexión del grupo amino, ya que ambos grupos funcionales juegan un papel clave tanto 
en las propiedades fisicoquímicas como en las propiedades farmacológicas de la AmB. 





Figura 10. Espectro de infrarrojo de la AmB. Espectro de absorción infrarroja desde los 4000 hasta 
los 650 cm
-1
 utilizando un espectofotómetro (Perkin-Elmer Spectrum 100) con accesorio HATR 
(Horizontal Attenuated Total Reflectance). Muestra en estado sólido colocada directamente sobre el 
cristal de seleniuro de Zinc del accesorio de HTAR del espectrofotómetro. 
1.1.3.3. Espectroscopía de fluorescencia 
Una de las ventajas que tiene la espectroscopía de fluorescencia respecto a la de UV-
visible es que es capaz de identificar los diferentes estados de agregación a 
concentraciones mayores de AmB ya que permite separar la señal emitida entre los tres 
estados de agregación evitando fenómenos de superposición entre formas agregadas y 
monoméricas [33]. Además esta técnica resulta muy útil a la hora de evaluar la unión de 
la AmB a membranas biológicas así como su disposición [83]. 
Al igual que en la espectroscopía de UV-Visible, el grupo constituido por los siete 
dobles enlaces conjugados (fluoróforo), juega un papel muy importante en la 
espectroscopía de fluorescencia [83]. Cuando la AmB se irradia con la energía 
adecuada, se absorbe dicha energía y se produce una transición electrónica desde el 
estado fundamental donde los electrones ocupan los orbitales de mínima energía (S0, 
con dos electrones con espines apareados) a un estado excitado (S2, con dos electrones 





excitado, debido a los choques con las moléculas del disolvente, parte de la energía en 
exceso se pierde y la molécula se relaja al nivel vibracional más bajo del estado 
excitado (S1). Pero además, tanto desde el estado excitado S1 o S2, puede producirse el 
regreso a un nivel vibracional excitado del estado fundamental (S0) mediante una 
emisión de radiación electromágnetica, que es a lo que se denomina fluorescencia [86].  
El espectro de emisión de la fluorescencia de la AmB tiene dos bandas características: 
una de ellas se corresponde con la transición del estado S2 al S0 (entre los 400 - 500 nm) 
y la segunda banda corresponde a la transición del estado S1 al S0 (entre 500 - 700 nm) 
[83]. Así como el espectro de emisión de fluorescencia de los diferentes estados de 
agregación de la AmB están superpuestos, resultando complejo su diferenciación, el 
tiempo de vida (τ, tiempo de vida media del estado singlete excitado) de fluorescencia 
es característico para cada estado de agregación (Figura 11C) [87]. 
 
 
Figura 11. A) Espectro de absorción de la AmB en estado monomérico en una mezcla de 2-
propanol: agua (40:60); B) Espectro de emisión de fluorescencia de la AmB en estado monomérico 
en una mezcla de 2-propanol: agua (40:60); C) Diagrama de los niveles de energía de los diferentes 
estados de agregación de la AmB. Clave: A – absorción, F – fluorescencia, IC – conversión interna, 
β – parámetro de interacción dipolo-dipolo, τ – tiempo de vida de fluorescencia, S0(1
1
Ag) – estado 
fundamental, , S1(2
1
Ag) – primer estado excitado singlete, S2(1
1
Bu) – segundo estado excitado 
singlete [83]. 
El estado monomérico se caracteriza por un tiempo de vida del estado excitado S2 (τM2) 
inferior a 10 picosegundos y por un tiempo de vida del estado excitado S1 (τM1) de 0.36 
nanosegundos. En el caso de la AmB dimérica, el tiempo de vida del estado excitado 




(τD) es de 14 ns y el estado poliagregado se caracteriza por un tiempo de vida (τA) de 3.5 
ns. En base a estas diferencias en el tiempo de vida de fluorescencia, ha sido posible 
caracterizar la disposición molecular de la AmB en las membranas biológicas. Según 
estudios llevados a cabo por Gruszecki et al., en presencia de membranas con colesterol, 
es la forma agregada la que predominaría, mientras que en membranas con ergosterol, la 
AmB se encontraría principalmente en forma monomérica y dimérica [87]. 
1.1.4.  Propiedades farmacológicas 
1.1.4.1. Mecanismo de acción 
A pesar de que el mecanismo de acción de la AmB no ha sido aún completamente 
elucidado, parece que la acción de la AmB tiene lugar a dos niveles diferentes (Figura 
12): 
1. Uniéndose al ergosterol dando lugar a la formación de poros o bien 
“secuestrando” el ergosterol de la membrana celular 
2. Induciendo estrés oxidativo celular. 
La AmB ejerce su actividad a dos niveles: uno sobre la membrana celular y otro a nivel 
intracelular. A nivel de la membrana celular, la AmB tiene la capacidad de unirse al 
ergosterol (1) y formar poros, o bien directamente “secuestrar” el ergosterol (2) 
desestabilizando la membrana celular. A nivel intracelular, la AmB puede producir 
estrés oxidativo. Aunque en la actualidad el mecanismo de inducción de estrés oxidativo 
es desconocido, se han propuesto diversas hipótesis tales como que la AmB puede 
comportarse como un agente pro-oxidante (3) generando especies de oxígeno altamente 
reactivas (ROS). Sin embargo, probablemente, se requiera una previa unión al 
ergosterol de la membrana para que pueda tener lugar este efecto (4). Por otro lado, las 
ROS son productos que se forman en la cadena respiratoria y por lo tanto, no podría 
descartarse el hecho de que la AmB ejerciera un determinado efecto sobre la actividad 
mitocondrial de la célula (5), contribuyendo de esta manera al estrés oxidativo. En 
última instancia, la acumulación de radicales libres provocaría un daño en los 







Figura 12. Mecanismo de acción de la AmB (adaptado de [88]). 
Efecto sobre la membrana celular 
La AmB tiene la capacidad de insertarse en la bicapa de fosfolípidos de las células 
fúngicas y parasitarias, y unirse al ergosterol gracias a la parte hidrofóbica de la 
molécula (la cadena poliénica) [89], dando lugar a la formación de una serie de poros 









promoviendo de esta manera una rápida depleción de iones intracelulares 
que traen consigo la muerte celular [90]. 
Pero además del ergosterol, la AmB puede unirse a otros esteroles tales como el 
colesterol, y aunque con menor afinidad, esta es la causa de los efectos adversos y la 
toxicidad de esta molécula [91]. Recientemente, se ha propuesto que la AmB puede 
llevar a cabo su acción por medio de dos vías diferentes: (1) uniéndose a los esteroles 
formado un poro (incrementado la permeabilidad de la membrana celular a cationes 
intracelulares) o (2) “secuestrando” a los esteroles, alterando la estabilidad de la 
membrana celular [92]. En este sentido, se ha propuesto que el “secuestro” de colesterol 
en las células del hospedador, aunque se relacione con la toxicidad de la AmB,  podría 
resultar beneficioso en cierto tipo de infecciones como la leishmaniasis visceral ya que 
evitaría la interacción macrófago-parásito y en última instancia la infección de los 
macrófagos y posterior desarrollo de la enfermedad [93]. 




La AmB, según el momento y la especificidad por el sustrato, puede formar dos tipos de 
poros, acuosos y no acuosos, los cuales tienen unas repercusiones diferentes [88]. Una 
vez que la AmB entra en contacto con las células, el primer tipo de poros que se 
formaría serían los poros no acuosos, que se caracterizan por ser permeables a los 
cationes monovalentes pero poco permeables a los aniones monovalentes [94]. A 
continuación, se formarían los poros acuosos caracterizados por ser permeables tanto a 
cationes como a aniones monovalentes y también a otras moléculas de mayor tamaño 
como la glucosa [95, 96]. El proceso de formación de poros es muy rápido, de hecho 
tiene lugar en milisegundos [88]. Aunque la AmB tenga afinidad tanto por el ergosterol 
como por el colesterol, en ciertas ocasiones el proceso de formación de poros puede ser 
más lento como por ejemplo, cuando se encuentra encapsulada dentro de liposomas 
[97].   
El contenido de ergosterol y colesterol de la membrana celular, repercute también en el 
tipo de poros que se forman [97]. El ergosterol es necesario en una gran cantidad de 
procesos celulares tales como: endocitosis, fusión de vacuolas y estabilización de 
proteínas [98]. Esto hace que la unión de la AmB al ergosterol, tenga repercusiones en 
todos los niveles en los que el ergosterol se encuentre implicado. De hecho, la 
formación de poros es un mecanismo que mejora la actividad de la molécula, pero no es 
requisito indispensable para producir la muerte celular [99]. Se ha observado que 
derivados químicos de la AmB cuya capacidad para formar poros se ve comprometida, 
sin embargo, no alteran su actividad antifúngica y antiparasitaria [100]. En este mismo 
sentido, otros polienos como la natamicina cuyo mecanismo de acción no está 
relacionado con la formación de poros, mantienen su actividad antifúngica [101]. 
Inducción de estrés oxidativo 
Además del aumento de la permeabilidad celular, numerosos estudios parecen indicar 
que no es el único mecanismo de acción responsable de producir la muerte celular. Ya 
en la década de los 80, diversos autores pusieron de manifiesto que no existía una 
correlación entre el grado de muerte celular que producían diversos fármacos poliénicos 
sobre C. albicans y la cantidad de K
+
 liberado por dichas células fúngicas [102, 103]. Si 
la formación de poros fuese el único mecanismo implicado, a mayor número de poros 
formados, mayor sería la liberación de K
+
 por parte de las células dando lugar a un 





El efecto que ejerce la AmB es bastante complejo, ya que depende de diferentes factores 
biológicos tales como la fase de crecimiento del hongo/parásito [104, 105] y la 
presencia de oxígeno [103, 106], lo que sugiere que el mecanismo de acción de esta 
molécula va más allá de la interacción con los esteroles de la membrana celular y la 
formación de poros.  
Se ha observado que la adición de sustancias capaces de eliminar radicales libres (tales 
como la superóxido dismutasa o la catalasa) protegen a las células fúngicas del efecto 
lítico de la AmB [103]. Pero además, Liu et al., han puesto de manifiesto que la AmB es 
capaz de actuar no sólo a nivel de la expresión de los genes implicados en la síntesis del 
ergosterol sino que también es capaz de inducir la expresión de genes relacionados con 
el estrés celular [107]. Por lo tanto y aunque el mecanismo no esté aún perfectamente 
elucidado, parece ser que la AmB (la cual es capaz de autooxidarse) puede inducir 
estrés oxidativo en las células fúngicas consecuencia de un aumento en la generación de 
radicales libres produciendo un daño en los principales componentes celulares (ADN, 
proteínas y mitocondrias) [103, 108, 109]. El daño oxidativo causado por la AmB en 
células fúngicas, también se ha observado que tiene lugar en parásitos [88, 110].  
Propiedades inmunomoduladoras 
Además del efecto directo sobre las células fúngicas y parasitarias, la AmB tiene 
propiedades inmunomoduladoras sobre las células del hospedador, lo que constituye un 
arma de doble filo, ya que por un lado puede mejorar la respuesta inmunitaria del 
hospedador, y por otro puede acentuar la toxicidad del fármaco [88]. 
Si bien el mecanismo por el cual la AmB tiene propiedades inmunomoduladoras no está 
totalmente elucidado por el momento, parece ser que el fármaco es capaz de 
interaccionar con receptores tipo toll (TLR) y CD14 [88]. Los TLR pertenecen a una 
familia de proteínas transmembrana que forman parte del sistema inmunitario innato 
capaces de reconocer patrones moleculares expresados por un amplio espectro de 
agentes infecciosos. En particular, los TLR-2 presentan afinidad por bacterias Gram-
positivas, peptidoglicano, ácido lipoteicócico y zimosán, mientras que los TLR-4 
reconocen entre otros al lipopolisacárido de la pared celular de las bacterias Gram-
negativas, al Taxol y la cápsula polisacarídica de Cryptococcus neoformans [88, 111, 
112]. La AmB se puede unir a los TLR-2 dando lugar a la liberación de citoquinas 




proinflamatorias o bien a los receptores TLR-4 relacionados con la producción de 
citoquinas antiinflamatorias [113] (Figura 13). 
 
Figura 13. Efecto inmunomodulador de la AmB [adaptado de [88]]. 
La unión de la AmB con los TLR desencadena la polimerización de los receptores que 
activan una vía de señalización que involucra el reclutamiento de la proteína adaptadora 
MyD88, la cual en última instancia activa al NF-kB, factor que se transloca al núcleo 
induciendo la expresión de genes involucrados en la activación de los macrófagos [114]. 
Puede inducir la producción de citoquinas proinflamatorias (tales como interleucinas 6 y 
8 – IL-6, Il-8, factor de necrosis tumoral alfa – TNFα, proteína quimiotáctica de 
monocitos 1 – MCP-1, proteínas inflamatorias de macrófagos, MIP) o antiinflamatorias 
(interleucina 10 – IL-10) según el receptor al que se una la AmB inicialmente. Además 
la AmB es capaz de interaccionar con los receptores CD14 activando a su vez la vía de 
señalización de los TLR [115]. 
En células endoteliales, la AmB es capaz de inducir la expresión de la óxido nítrico 
sintasa inducible (por medio de la Il-1), incrementando la producción de óxido nítrico 
(NO), que juega un papel importante en la vasodilatación y en la protección frente a 





membrana podría inducir cambios conformacionales que activan ciertas enzimas de 
membrana implicadas en el estrés oxidativo como la NADPH oxidasa, dando lugar a la 
acumulación de radicales libres tales como especies reactivas de oxígeno con capacidad 
antimicrobiana [117]. 
Sin embargo, hay que tener en cuenta que en algunas ocasiones también se ha descrito 
un efecto inmunosupresor por parte de la AmB [118] y que alteraciones en la respuesta 
inmunitaria pueden originar profundos cambios en el hospedador dando lugar a efectos 
secundarios importantes tales como: toxicidad derivada del incremento de citoquinas 
proinflamatorias o por ejemplo, toxicidad a nivel renal al inducirse la apoptosis y 
alterarse la expresión de la oxido nítrico sintasa constitutiva [119, 120]. 
El tipo de respuesta Th que sea activada por el hospedador es clave en la evolución de 
las infecciones fúngicas y parasitarias. En general, la producción de citoquinas pro-
inflamatorias (TNF-α, IFN-γ, Il-1, Il-6, etc) activan una respuesta Th1, caracterizada por 
la activación de macrófagos y la producción de NO y superóxido, lo cual se asocia con 
una protección del hospedador frente a la infección. Por el contrario, la respuesta Th2 
(Il10, Il-4, Il-2, etc) se asocia con una mayor susceptibilidad a la infección y con mayor 
capacidad del microorganismo de evadir la respuesta inmunitaria del hospedador [88, 
121].  
Diversos estudios han mostrado que dependiendo del tipo de formulación, la AmB tiene 
más afinidad por interaccionar con un tipo de TLR u otro. Parece ser que, tanto la 
Fungizona
®
 como el Amphocil
®
 presentan una mayor afinidad por el TLR2 en 
presencia de monocitos humanos, ya que son capaces de inducir la expresión de 
citoquinas proinflamatorias tales como: Il-1, TNF- α, proteína quimiotáctica de 
monocitos 1 (MCP-1) o proteínas inflamatorias de macrófagos (MIP), mientras que este 




 [122]. Por el contrario, el 
AmBisome
®
 en presencia de polimorfonucleares parece tener una mayor afinidad por 
los TLR4 induciendo una respuesta antiinflamatoria al incrementar los niveles de IL-10 
[113]; aunque en presencia de polimorfonuclares con una relativa ausencia de los TLR4, 
el AmBisome
®
 interacciona con los TLR2 comportándose de manera similar a la 
Fungizona
®
 siendo capaz igualmente de activar una respuesta Th1 [113]. De esta 
manera, una menor producción de citoquinas proinflamatorias podría explicar porque 




los efectos adversos relacionados con la administración intravenosa de Fungizona
®
 se 
ven atenuados cuando se administra el AmBisome
®
. 
1.1.4.2. Espectro de acción 
La AmB se utiliza para el tratamiento de infecciones fúngicas invasivas y sistémicas. 
Según la sensibilidad del hongo y la concentración del fármaco en el lugar de la 
infección, la AmB puede comportarse como fungicida o como fungistático [123].  
Tabla 4. Espectro de acción de la AmB en comparación con otros antifúngicos con actividad 
sistémica (adaptado de: [124]). 
Su espectro de acción es muy amplio y está caracterizado por presentar un alto grado de 
actividad frente a la mayor parte de agentes causantes de micosis sistémicas, siendo los 
más frecuentes: Candida spp., Cryptococcus spp. y Aspergillus spp.; pero también la 
AmB es activa frente a muchos otros hongos patógenos tales como: Coccidioides 
immitis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Scedosporium spp., 
Trichosporon spp., Sporothrix schenckii, Fusarium spp.,  Penicilium spp., Rhodotorula 
spp., cigomicetos y otros hongos miceliales dermatiáceos [125, 126] (Tabla 4).  
Microorganismo AmB Flucitosina Ketoconazol Itraconazol Fluconazol Voriconazol Caspofungina 
Género Candida 
- C. albicans 
- C. glabrata 
- C. parapsilosis 
- C. tropicalis 






































++++ +++ + ++ +++ ++++ 0 
Género 
Aspergillus 
++++ 0 0 ++++ 0 ++++ +++ 
Género Fusarium +++ 0 0 + 0 +++ 0 
Cigomicetos ++++ 0 0 0 0 0 + 
Blastomyces 
dermatitidis 
++++ 0 ++ ++++ + ++++ ++ 
Coccidioides 
immitis 
++++ 0 ++ ++++ ++++ ++++ ++ 
Histoplasma 
capsulatum 
++++ 0 ++ ++++ ++ ++++ ++ 
Penicillium 
marneffei 
++++ 0 ++ ++++ ++ ++++  
Sporothrix 
schenckii 




+++ + ++ + ++ + +++ 0 
Clave: la actividad antifúngica se clasifica en: inactivo o no recomendado (0), actividad ocasional (+), actividad 
moderada con descripciones de resistencia (++), actividad fiable con resistencia ocasional (+++), muy activo, 





La mayoría de las cepas son inhibidas a una concentración de AmB de entre 0.03 y 1.0 
µg/mL in vitro [123].  La principal ventaja de la AmB respecto a otros antifúngicos de 
uso sistémico es su mayor actividad antifúngica frente a cigomicetos y microorganismos 
del género Aspergillus y Fusarium [127]. 
La AmB no es activa frente a bacterias, rickettsias ni virus [123]. Sin embargo, presenta 
actividad frente a algunos protozoos tales como Leishmania, Trypanosoma, 
Acanthamoeba,  Naegleria y Plasmodium [2, 110, 128-130]. En la práctica clínica, la 
AmB es un fármaco ampliamente utilizado para el tratamiento de la leishmaniasis 
visceral y cutánea. En comparación con otros fármacos utilizados en clínica (tales como 
la miltefosina, la paramomicina o el estibogluconato de sodio), por lo general, la AmB 
presenta una actividad leishmanicida superior, sin embargo, su toxicidad es el principal 
factor que limita su uso (Tabla 5).  Además, cabe destacar, que existen diferencias 
significativas a nivel de actividad según el tipo de formulación de AmB que se utilice, 
que puede atribuirse en cierta medida al diferente perfil farmacocinético que presentan 
las distintas formulaciones, cuyo tema será tratado en la sección 1.5. 
Tabla 5. Comparación de la actividad anti-leishmania de diferentes fármacos usados en la práctica 
clínica y actividad antileishmania de diferentes formulaciones de AmB in vitro e in vivo. 
 
1.1.4.3. Resistencias 
A pesar del extendido uso de la AmB, la aparición de resistencias es bastante rara. Se 
han descrito resistencias con algunas cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C. lusitaniae 


























(modelo in vivo 
de leishmaniasis 
visceral) 
0.21 - - - 0.73 2.7 0.32 [132] 
La actividad de los estudios in vitro viene expresada como la concentración (µg/mL) necesaria para inhibir el 50% del crecimiento 
parasitario y en los estudios in vivo se expresa como la dosis (mg/kg) necesaria para reducir el 50% de la carga parasitaria en el hígado de 
ratones BALB/c. 




como S. apiospermum, S. prolificans, S. schenckii y Fusarium spp., aunque no son 
especialmente relevantes en la práctica clínica [126].  
Se podría considerar que la aparición de resistencias tiene lugar por tres tipos de vías 
diferentes [88]: 
1. Disminución del contenido de ergosterol en la membrana celular [134, 135].  
La aparición de resistencias está relacionado con una alteración en la síntesis 
del ergosterol y también con cambios en la pared celular [136]. Hay que 
tener en cuenta que pueden darse resistencias cruzadas entre los azoles y la 
AmB debido a que los azoles inhiben la síntesis de ergosterol [137]. 
2. Tolerancia al estrés oxidativo.  
La exposición a concentraciones subinhibitorias de fluconazol puede inducir 
en las levaduras una respuesta que les hacer ser más resistentes al estrés 
oxidativo (causado por ROS) y al estrés nitrosativo (causado por NO) 
generando un mayor tolerancia al estrés oxidativo causado por la AmB [138, 
139]. Por un mecanismo similar, se han descrito cepas de C.albicans 
resistentes a la AmB, caracterizadas por presentar una menor susceptibilidad 
en presencia de H2O2 debido a un incremento en la actividad de la catalasa 
[140]. 
3. Alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial.  
Aunque no exista una correlación perfectamente establecida, cabe pensar que 
la cadena respiratoria mitocondrial podría jugar un papel clave en el 
desarrollo de resistencias frente a la AmB, no solamente por estar implicada 
en la acumulación de radicales libres dentro de la célula, sino también por el 
hecho de ser requerida para la síntesis de ergosterol [141]. 
1.1.5.  Medicamentos comercializados y propiedades farmacocinéticas 
En el momento actual, la administración IV de AmB sigue siendo la ruta de 
administración preferente para el tratamiento de infecciones sistémicas, aunque en 
ocasiones, la vía tópica también resulta de gran utilidad para tratar infecciones cutáneas 






A grandes rasgos, se pueden destacar ciertos aspectos que caracterizan el perfil 
farmacocinético de la administración IV de AmB: 
1. Alta unión (95 - 99%) a proteínas plasmáticas tales como albúmina, β-
lipoproteínas y α1-glicoproteína ácida [142].  
2. Acumulación en tejidos. En general, tras la administración IV se encuentran 
altas concentraciones de fármaco en hígado, bazo y pulmón, aunque existen 
importantes diferencias entre unas formulaciones y otras [13]. 
3. La AmB sigue un patrón bifásico de eliminación plasmática, caracterizado  
por una semivida inicial de 24- 48 h y una fase de eliminación más lenta 
(aproximadamente durante 15 días) [143, 144].  
4. La mayor parte del fármaco es eliminado de forma inalterada, de hecho 
parece ser que el metabolismo no juega un papel clave en la eliminación del 
mismo [143]. Berkersky et al., han descrito que una semana después de la 
administración IV de AmB, cerca del 40% del fármaco ha sido excretado a 
través de la bilis siendo eliminado por vía fecal y en torno a un 20% por vía 
urinaria [145]. 
En la tabla 6, se recogen las principales diferencias farmacocinéticas entre la AmB 
convencional y las nuevas formulaciones de AmB comercializadas. Las nuevas 
formulaciones lipídicas presentan un perfil farmacocinético diferente al de la AmB 
convencional (Fungizona
®
, dispersión micelar de AmB y desoxicolato de sodio).  
Dentro de las formulaciones lipídicas existen dos grupos con características diferentes. 




 y FungisomeTM, 
caracterizados por presentar una rápida desaparición de sangre tras la administración IV, 
lo cual se relaciona con una rápida distribución en tejidos (posiblemente tras ser 
fagocitados por los macrófagos del SRE una vez que han sido opsonizados por los 
componentes del plasma). Esto explicaría los bajos valores de AUC y de Cmax 
plasmática así como los altos valores de semivida plasmática de eliminación y volumen 
de distribución. Por otro lado, el AmBisome
®
 presenta unas características diferentes a 
todos los demás. Tras la administración IV, el fármaco permanece en plasma, que en 
este caso actuaría como reservorio para después ser distribuido a los diferentes a tejidos 
[13]. Este peculiar comportamiento viene marcado por altos valores de AUC y Cmax 
plasmáticos y un menor volumen de distribución y semivida de eliminación. Este perfil 




farmacocinético podría explicarse por el hecho de que el AmBisome
®
 al estar 
constituido por pequeños liposomas unilamelares (constituidos por fosfatidilcolina de 
soja, colesterol, diestearoil fosfatidil glicerol y alfa-tocoferol) pasan desapercibidos más 
fácilmente frente al SRE [13]. 




 presenta una excepcional estabilidad en plasma, lo que se 
atribuye a la disposición que tienen las moléculas de AmB dentro del liposoma, las 
cuales se encuentran formando un poro en la bicapa de fosfolípidos, que a su vez 
permite el flujo de iones a través de la membrana lipídica y evita que la AmB se disocie 
del liposoma una vez que entra en contacto con el torrente sanguíneo (Figura 14) [154]. 
De esta manera, los liposomas presentan una prolongada permanencia en plasma pero a 
la vez buena penetración en tejidos [155]. A altas dosis, no existe una farmacocinética 
lineal, que parece estar relacionado con la saturación del SRE [153]. La diferente 




















 0.035 Micelas 
0.6 1.1 17.1 5.1 - [146] 
1 1.7 18.7 2.4 26.8 [147] 
0.8 1.46 17.2 - - [148] 
Abelcet
®
 1.6 - 11 
En forma de 
cinta 
5 1.7 9.5 131 173.4 
[146, 
149] 
5 2.39 19.17 132.8 393 [150] 






En forma de 
disco 
5 3.1 43 4.3 - [146] 
0.25 0.8 9.4 3.4 86 [152] 
0.5 0.84 21.0 5.5 157 [152] 
1 2.2 46.3 7.6 244 [152] 
1.5 2.5 57.3 8.9 235 [152] 
AmBisome
®
 0.06 - 0.08 
Liposomas 
unilaminares 
5 83 555 0.11 - [146] 
1 8 27 0.58 10.7 [153] 
2.5 19 65 0.69 8.1 [153] 
5 58 269 0.22 6.4 [153] 
7.5 90 476 0.26 8.5 [153] 
Fungisome
TM
 2.7 – 3.5 
Liposomas 
multilaminares 
1 1.012 11.43 2.28 17.2 [154] 
Los datos recogidos en la tabla hacen referencia a estudios de farmacocinética en humanos. En el caso de 
los valores de Cmax y AUC se refieren a los valores obtenidos tras la primera dosis de tratamiento. AUC, 
Área bajo la curva; Cmax, concentración plasmática máxima; Vd, volumen de distribución, t1/2,  semivida 





A pesar de que el FungisomeTM es también una formulación liposomal, se trata de 
liposomas multilamelares de gran tamaño (los cuales tienen que ser sonicados antes de 
ser utilizados). Su perfil farmacocinético es completamente diferente al del 
AmBisome
®
. En parte esta diferencia podría relacionarse con el diferente tamaño de 
partícula de ambas formulaciones. El AmBisome
®
 presenta un tamaño de entre 60 – 80 
nm, mientras que el FungisomeTM es un liposoma multilamelar con un tamaño que oscila 
entre los 2.7 – 3.5 µm siendo fácilmente reconocido por el SRE. De manera similar le 
ocurre al Abelcet
®
 (complejo lipídico formado por L-α-dimiristoilfosfatidilcolina y L-α-
dimiristoilfosfatidilglicerol) debido a su estructura en forma de cinta  y con un tamaño 
de partícula micrométrico (Figura 14). 
 
Figura 14. Representación de la estructura de las diferentes formulaciones de AmB [adaptado de: 
[154, 156-158].  
Cada formulación presenta una distribución en tejidos característica. Así por ejemplo, 
cabe destacar que el Albelcet
®
 presenta altos valores en hígado al igual que el 
Amphocil
®
 (dispersión coloidal entre AmB y sulfato sódico de colesterilo), pero además 
es el fármaco con mayor acumulación en pulmón y bazo (teniendo especial interés en el 
tratamiento de infecciones fúngicas pulmonares). El AmBisome
®
 presenta una menor 




concentración de AmB en hígado que es similar a los valores de concentración 
obtenidos tras la administración de Fungizona
®
. Sin embargo, el AmBisome
®
 alcanza 
concentraciones de AmB bastante elevadas en bazo y en cerebro en comparación a la 
Fungizona
®
, lo que le hace especialmente útil en el tratamiento de leishmaniasis visceral 
o  infecciones del sistema nervioso central. Además cabe destacar que todas las nuevas 
formulaciones lipídicas presentan concentraciones más bajas que la Fungizona
®
 a nivel 
renal, lo que podría explicar la menor nefrotoxicidad de las mismas [13, 159]. 
Medicamentos genéricos 
Hasta ahora, las formulaciones lipídicas son más utilizadas en clínica que la Fungizona
®
 
debido a su mejor perfil de seguridad entre otros factores. Sin embargo, hay que tener 
en cuenta que la fecha de expiración de las patentes está próxima a su fin (año 2014 
para el Abelcet
®
 y 2016 para el AmBisome
®
 [160]), por lo que nuevos medicamentos 
genéricos aparecerán en el mercado en los próximos años. 
Esto trae consigo ciertas inquietudes relativas a la eficacia y toxicidad de estos nuevos 
medicamentos genéricos. Dos puntos claves a tener en cuenta serían: 
1. El tipo de formulación, lo cual aunque pudiera parecer relativamente 
sencillo, se trata de formulaciones con un perfil farmacocinético muy 
diferente unas de otras y que en última instancia condiciona tanto la eficacia 
como la seguridad de la formulación.  Como ejemplo, se puede hacer 
mención a las diferencias existentes entre las dos formulaciones liposomales 
que existen actualmente en el mercado: AmBisome
®
, comercializado a nivel 
mundial y FungisomeTM, comercializado en la India (con un coste total del 
tratamiento muy inferior al del AmBisome
®
 [161]) donde la prevalencia de 
leishmaniasis visceral puede llegar al 60% en ciertas regiones del país [162]. 
2. La pureza del principio activo; la AmB genérica como materia prima no es 
100% pura, sino que contiene un determinado porcentaje de otros polienos 
que pueden tener cierta influencia en el efecto final del medicamento. Cleary 
et al., estudiaron el efecto de AmB de alta pureza (> 95%) en un modelo in 
vivo de candidiasis sistémica, resultando ser más activa y con mejor perfil de 





Esto pone de manifiesto que la elaboración de medicamentos genéricos de AmB no es 
tan sencilla como parece y por lo tanto, rigurosos estudios de bioequivalencia deben ser 
llevados a cabo para poder evaluar tanto la eficacia como la toxicidad de los nuevos 
genéricos que entren en el mercado.  
1.1.6.  Toxicidad y eficacia 
1.1.6.1. Efectos adversos 
Los principales efectos adversos relacionados con la administración IV de AmB son: la 
nefrotoxicidad y las reacciones adversas relacionadas con la perfusión. De hecho, la 
aparición de efectos adversos es uno de los principales problemas que limita la terapia 
de infecciones fúngicas y parasitarias con Fungizona
®
. Con las nuevas formulaciones 
lipídicas se ha conseguido reducir parte de la toxicidad asociada a la administración IV 
de la AmB convencional; aún así los efectos adversos de la AmB son muy numerosos. 
Estos efectos se esquematizan en la tabla 7, destacándose los que se presentan de forma 
muy común tras su administración IV. 
La toxicidad aguda que aparece durante o tras la administración IV del fármaco se 
relaciona con la producción de citoquinas proinflamatorias. Entre los efectos adversos 
agudos más comunes se puede destacar: fiebre, escalofríos y rigidez, cefaleas, náuseas, 
vómitos, diarrea, dolor en el lugar de la inyección con o sin flebitis, etc. Algunos de 
estos efectos adversos, se pueden mitigar con la administración de analgésicos, 
heparina, antihistamínicos y/o antieméticos.  
La principal toxicidad crónica se manifiesta a nivel renal. Entre los factores de riesgo 
para desarrollar nefrotoxicidad se encuentran: pertenecer al género masculino, una dosis 
diaria superior o igual a 35 mg/día, utilización concomitante de diuréticos u otros 
fármacos nefrotóxicos, peso corporal superior o igual a 90 kg y una función renal basal 
anormal [164]. El daño renal se manifiesta como insuficiencia renal, hipocalemia, 
hipomagnesemia,  acidosis metabólica y poliuria secundaria a diabetes insípida [164]. 
Generalmente, la función renal mejora con la interrupción de la terapia. Sin embargo, 
pueden aparecer frecuentemente algunos trastornos permanentes, especialmente cuando 
se administra una dosis acumulada superior a 5 g [123]. Estudios en humanos han 
demostrado que la administración de solución salina, ya sea por vía oral o parenteral, 
reduce considerablemente la incidencia y severidad del daño renal secundario a AmB 




[164]. Otro efecto adverso a tener en cuenta y que aparece hasta en un 70% de los 
pacientes es la anemia [164]. 
Tabla 7. Efectos adversos ocasionados por la administración IV de Fugizona
® 
SISTEMA AFECTADO FRECUENCIA REACCIÓN ADVERSA 
Generales 
Muy comunes 
Fiebre (a veces acompañada de escalofríos), malestar, 
pérdida de peso. 
Infrecuentes Sofocos. 
Sistema digestivo 
Muy comunes  
Anorexia, náuseas, vómitos, diarrea, dispepsia, dolor 
epigástrico (calambres). 
Comunes Gastroenteritis hemorrágica, melena. 
Infrecuentes 
Anomalías en las pruebas de función hepática, ictericia, 
fallo hepático agudo. 
Sistema respiratorio Infrecuentes 
Disnea, broncoespasmo, edema pulmonar no 
cardiogénico, neumonitis por hipersensibilidad. 
Sistema nervioso 
Muy común Cefalea 
Comunes 
Convulsiones, pérdida de audición, tinnitus, vértigo 
transitorio, visión borrosa o diplopía, neuropatía 
periférica, encefalopatía. 
Sistema dermatológico, 
reacciones alérgicas y 
locales 
Muy comunes 
Dolor en el lugar de inyección con o sin flebitis o 
tromboflebitis. 
Comunes 
Reacciones anafilactoides y otras reacciones alérgicas: 
rash, prurito. 
Sistema cardiovascular Infrecuentes 
Parada cardiaca, arritmias (incluyendo fibrilación 
ventricular), insuficiencia cardíaca, hipertensión, 
hipotensión, shock. 
Sistema musculoesquelético Muy comunes Dolor generalizado, incluyendo mialgias y artralgias 
Sistema sanguíneo y 
linfático 
Muy comunes Anemia normocítica normocrómica. 
Comunes 
Agranulocitosis, alteraciones de la coagulación, 
trombocitopenia, leucopenia, eosinofilia, leucocitosis. 
Sistema renal 
Muy comunes 
Deterioro y anomalías de la función renal, incluyendo: 
azotemia, elevación de la creatinina sérica, hipocalemia, 
hipostenuria, acidosis tubular renal y nefrocalcinosis. 
Comunes 
Hipomagnesemia, hipercalemia, fracaso renal agudo, 
anuria, oliguria. 
La frecuencia de las reacciones adversas se clasifica en: muy comunes (> 1/10), comunes (>1/100, < 
1/10), infrecuentes (>1/1000, <1/100), raros (>1/10000, < 1/1000) y muy raros (<1/10000) [123].  
 
1.1.6.2. Toxicidad, eficacia y coste 
A la hora de decidir qué formulación es más adecuada, es necesario tener en cuenta una 
serie de factores tales como toxicidad, eficacia y coste. En la tabla 8, se compara la 
toxicidad y eficacia frente a diferentes patógenos de las diferentes formulaciones 





lipídicas respecto a la AmB convencional. En cuanto a la toxicidad aguda relacionada 
con la administración IV, el AmBisome
®
 es el que presenta un mejor perfil de seguridad 
en comparación con el resto de formulaciones. No obstante, no parece que exista una 




Tabla 8. Toxicidad y eficacia comparada entre las diferentes formulaciones comercializadas de 
AmB.  




Relacionada con la 
administración 
D-AmB vs L-AmB Cryptococcus spp. Igual Menor L-AmB Menor L-AmB [166] 
D-AmB vs L-AmB Histoplama capsulatum 
Mayor L-
AmB 
Menor L-AmB Menor L-AmB [167] 




Igual Menor L-AmB Menor L-AmB [168] 
D-AmB vs ABLC Candida spp. Igual Menor ABLC Igual [169] 
D-AmB vs ABCD Aspergillus spp. Igual Menor ABCD Menor D-AmB [170] 













Menor MVL-AmB [172] 
ABLC vs L-AmB 
Pacientes con leucemia 
y Infección fúngica 
Igual Menor L-AmB Mayor ABLC [173] 




Igual Mayor ABLC Mayor ABLC [174] 
D-AmB vs L-AmB Leishmaniasis visceral Igual Menor L-AmB Menor L-AmB [175] 
D-AmB vs ABLC Leishmaniasis visceral Igual Menor ABLC Menor ABLC [175] 
Clave: ABCD (Amphocil®); ABLC (Abelcet®); L-AmB (AmBisome®); D-AmB (Fungizona®);  
MLV-AmB (FungisomeTM) 
Un detalle a tener en cuenta es que las formulaciones lipídicas al presentar una menor 
toxicidad, pueden ser administradas en dosis superiores (5 mg/kg en vez de 1 mg/kg) 
que la Fungizona
®
, lo que en última instancia puede traducirse en mayor eficacia.  
No obstante, hay que considerar que el coste del tratamiento de las formulaciones 
lipídicas (a excepción del Amphocil
®
) es muy superior al de la Fungizona
® 
(Tabla 9).  
Sin embargo, sería más correcto tener en cuenta el gasto global por paciente incluyendo 




los costes derivados de la hospitalización y el tratamiento de los efectos adversos. En 
ese sentido, el perfil farmacoeconómico del AmBisome
®
 parece ser más favorable 
cuando se compara al de la Fungizona
®
, resultando un coste global en torno a 3000 € 
menos cuando el paciente es tratado con la especialidad liposómica [176]. 
Tabla 9. Comparación del coste diario del tratamiento con diferentes formulaciones de AmB para 
un paciente de 70 kg. 




Coste diario del tratamiento para 
un paciente de 70 kg 
Fungizona
®
 0.6 – 1 5.8 €/ 50 mg 5.8 – 11.2 € 
AmBisome
®
 1 - 3 141 € / 50 mg 282 – 705 € 
Abelcet
®
 3 - 5 65.3 € / 50 mg 326.5 – 457.1 € 
Amphocil
®
 3 - 4 3.12 € / 50 mg 15.6 – 18.7 € 
Fungisome
TM
 1 - 3 85 €/ 50 mg 170 – 425 € 
 
1.1.7.  Indicaciones terapéuticas y posología 
1.1.7.1. Indicaciones terapéuticas 
Las formulaciones lipídicas de AmB se emplean en micosis sistémicas graves en las que 
la AmB convencional no puede usarse por toxicidad, especialmente toxicidad renal, o 
cuando no han respondido al tratamiento con AmB convencional u otros antimicóticos.  
La AmB liposomal (AmBisome
®
) y el complejo lipídico (Abelcet
®
) se emplean también 
en leishmaniasis visceral. La AmB en complejo con sulfato sódico de colesterilo 
(Amphocil
®
) se reserva para aspergilosis invasiva en pacientes con insuficiencia renal o 
toxicidad inaceptable que impide el uso de AmB a dosis efectivas y en casos resistentes 
a terapia antifúngica previa [177].  
En la tabla 10, se recoge el tratamiento utilizado en España frente a diferentes tipos de 










Tabla 10. Tratamiento más frecuente de infecciones fúngicas y leishmaniasis en España [177]. 
Tipo de infección Tratamiento de elección Tratamiento alternativo 
Candidiasis 
Cutánea, vaginal, oral, esofágica 
leve 
Nistatina Clotrimazol o miconazol 
Esofágica moderada Fluconazol Ketoconazol 
Esofagitis grave  Fluconazol IV o voriconazol IV AmB o caspofungina 
Candiduria Fluconazol AmB (irrigaciones vesicales) 
Peritonitis AmB IP 
Fluconazol (VO/ IP) + 
flucitosina VO 
Funguemia 
AmB formulaciones lipídicas 








Corticoesteroides sistémicos  
(3 – 6 meses) 
 
Invasiva /Pulmonar necrotizante 
crónica 
AmB o voriconazol IV Caspofungina 
Otras infecciones 
Criptococosis AmB seguido de fluconazol AmB + flucitosina 
Mucormicosis (cigomicosis) AmB  
Histoplasmosis AmB Itraconazol 












- Candidiasis: 0.4 – 0.6 mg/kg/día. 
- Criptococosis: 0.3 mg/kg/día. 
- Coccidiomicosis: 1 – 1.5 mg/kg/día. 
- Blastomicosis: 0.3 – 1 mg/kg/día. 
- Histoplasmosis: 0.5 – 1 m/kg/día. 
- Aspergilosis: 0.5 – 1 mg/kg/día o superiores en caso de infecciones graves. 
- Mucormicosis rinocerebral: 0.7 - 1.5 mg/kg/día. 








- Tratamiento específico de micosis sistémicas: 1 – 3 mg/kg/día (en casos graves, 
hasta 5 mg/kg/día). 
- Tratamiento empírico en pacientes neutropénicos: 1- 3 mg/kg/día. 
- Leishmaniasis visceral en inmunocompetentes e inmunodeprimidos que no 
hayan respondido a antimoniales ni a AmB convencional: 1 -1.5 mg/kg/día x 21 
días (pauta preferible en inmunocomprometidos) ó 3 mg/kg/día x 10 días. 
AmB complejo lipídico (Abelcet
®
) [177] 
- Tratamiento empírico o de micosis sistémicas: 5 mg/kg/día si se tolera. 
- Tratamiento de leishmaniasis visceral: 3 mg/kg/día durante 5 días consecutivos 
o durante 9 días alternos (dosis total 15 – 30 mg/kg). 
- Profilaxis secundaria de la leishmaniasis visceral en pacientes con infección por 
VIH con recuento de linfocitos T CD4+ < 200 cel/µL: 3 mg/kg cada 21 días. 
AmB complejo sulfato sódico de colesterilo (Amphocil
®
) [177] 
- Dosis recomendada: 3 – 4 mg/kg/día o si el paciente lo precisa hasta 6 
mg/kg/día. 
1.1.8.   Nuevas formulaciones de anfotericina B 
1.1.8.1. Administración por vía IV 
Hasta la fecha, la administración IV de AmB sigue siendo la ruta de administración 
preferente. En España, las formulaciones lipídicas son más utilizadas en la práctica 
clínica que la AmB convencional, ya que presentan menor toxicidad. Sin embargo, 
debido a su alto coste, sería interesante desarrollar nuevas formulaciones con una 
eficacia igual o superior a las formulaciones existentes pero que tengan una baja 
toxicidad (con menos problemas asociados a la infusión y menor toxicidad renal y 
hemolítica) y que al mismo tiempo sean coste-efectivas (lo que implica materias primas 
de bajo coste y proceso de producción relativamente sencillo) para poder expandir la 
terapia antifúngica y antiprotozoaria con AmB. Por otro lado, sería útil desarrollar 
sistemas de liberación controlada que mantuviesen una concentración suficiente de 





una dosis y otra, lo que en cierta medida evitaría periodos de hospitalización tan 
prolongados.  
Tabla 11. Nuevas formulaciones de AmB de administración parenteral 
Formulación   Composición Toxicidad Eficacia Ref. 
Microemulsión 
Polisorbato 80, 
miristato de isopropilo, 
lecitina 
Menor toxicidad renal que 
Fungizona® 
In vivo: mayor eficacia 
que Fungizona® frente a 
C. albicans 
[178] 
Brij 96, miristato de 
isopropilo, lecitina 






Menor toxicidad hemolítica 
y mayor DL50 que 
Fungizona® 
In vitro: Igual que 





Albúmina con PEG 
Menor toxicidad hemolítica 
que Fungizona® 
In vitro: Igual que 






PLGA y ácido 
mercaptosuccínico 
Menor toxicidad hepática y 
renal que Fungizona® 
In vivo: Igual que 




Menor toxicidad hemolítica 
que AmB libre pero mayor 
que el AmBisome® 
In vitro: mayor que 
Fungizona® e igual que 




y  polisorbato 80 
Menor toxicidad hemolítica 
y renal que el AmBisome® 
In vivo: mayor que 





Menor toxicidad hemolítica 
y en macrófagos que la 
Fungizona® y el 
AmBisome® 
Buena actividad in vivo 




PLGA, monoestearato de 
sorbitano y polisorbato 80 
Menor toxicidad hemolítica 
que AmB libre 
In vitro: mejor que AmB 




Menor toxicidad hemolítica 
y mayor DL50 que 
Fungizona® 
In vivo: menor que 






Menor toxicidad hemolítica 
que AmB libre pero mayor 
que AmBisome® 
In vitro: mayor que 
Fungizona® y 
AmBisome® frente a A. 
fumigatus 
[183] 
Micelas mixtas Poloxamer 
Menor toxicidad hemolítica 
y mayor DL50 que 
Fungizona® 
In vivo: menor que 






Angiopep-2 conjugado a 
PEG-PE 
Menor toxicidad hemolítica 
y citotoxicidad en células 
endoteliales del cerebro que 
Fungizona® 
In vivo: mayor que 






de bloque conjugado a 
poli-aspártico 
Menor toxicidad hemolítica 
que AmB libre 
In vivo: igual que 
Fungizona® frente a C. 
albicans 
[190] 




Sin toxicidad en el lugar de 
la administración 
(peritoneo) 
11 días de liberación 
sostenida y 3 semanas de 
actividad in vivo frente a 
C.albicans 
[191] 
Clave: DL50, dosis que produce la muerte del 50% de los animales; Brij, éter polioxietilado de ácidos grasos; 
Peceol, monooleato de glicerol; Mys40, estearato de polietilenglicol 40; Solutol HS 15, 15-hidroxiestearato de 
polietilenglicol; PEG, polietilenglicol; PLGA, copolímero del ácido láctico y glicólico; Angiopep-2, péptido con 
alta capacidad para cruzar la barrera hematoencefálica; PEG-PE, 1,2-Distearoil-sn-glicerol-3-fosfoetanolamina-
N-[metoxi(polietilenglicol)-2000; PVA, alcohol polivinílico; 




Existe un gran número de nuevas formulaciones de AmB en investigación en fase 
preclínica que han demostrado tener una eficacia igual o superior a las formulaciones 
comercializadas pero con menor toxicidad renal y hemolítica (Tabla 11). A la hora de 
comparar la toxicidad de nuevas formulaciones sería recomendable no hacerlo 
solamente frente a la Fungizona
®
 que de por sí es la más tóxica de las formulaciones 
comercializadas, sino también compararlas frente a las formulaciones lipídicas que 
presentan un mejor perfil de seguridad. De entre las formulaciones que están en 
desarrollo preclínico, cabe resaltar los geles de formación in situ, que son capaces de 
mantener una liberación sostenida de AmB en el lugar de inyección durante varias 
semanas, que podría resultar de gran utilidad en la práctica clínica, por ejemplo, como 
profiláctico después de una operación quirúrgica en pacientes de riesgo o infecciones 
osteoarticulares. 
1.1.8.2. Administración por vía tópica 
La principal ventaja de la administración tópica de AmB es que se pueden evitar los 
efectos adversos más graves asociados con la administración parenteral tal como la 
nefrotoxicidad. Por lo general, las concentraciones que se alcanzan en plasma tras la 
administración tópica no son clínicamente relevantes ya que o bien son indetectables o 
bien son concentraciones subterapéuticas (< 0.5 µg/mL) [192]. Esto permite no sólo 
tratar infecciones tópicas fúngicas y parasitarias (leishmaniasis cutánea) de una manera 
localizada reduciendo los efectos adversos del fármaco sino que también posibilita su 
uso como tratamiento profiláctico (ej. evitar infecciones en quemaduras, heridas o 
infecciones causadas por catéteres contaminados). 
El principal reto sigue siendo poder formular la AmB en un sistema que presente las 
características adecuadas de: 
1. Solubilidad y permeabilidad para poder penetrar a través de piel o de la 
córnea hasta el lugar donde se encuentre la infección. 
2. Seguridad para no producir irritación, erupciones cutáneas y prurito excesivo 
que conlleven a la interrupción de la terapia. 
Hasta ahora los mejores resultados se han obtenido con las formulaciones lipídicas. En 
la India, se encuentra comercializado FungisomeTM gel, que consiste en una formulación 





espectro de acción frente a infecciones fúngicas incluyendo los dermatofitos así como 
infecciones cutáneas producidas por Leishmania [193]. 
Además de los liposomas, otras formulaciones lipídicas que han demostrado 
incrementar la solubilidad de la AmB además de tener una buena permeabilidad tópica  
son: 
1. Nanoemulsiones basadas en la formación de pares iónicos entre la AmB y la 
estearilamina [194]. 
2. Microtubos lipídicos formados a partir de  ácido esteárico y etanolamina en 
los cuales la AmB es encapsulada [195]. 
Ciclodextrinas 
Además de excipientes lipídicos, las ciclodextrinas (CD) pueden ser un excipeinte 
interesante a la hora de desarrollar formulaciones de uso tópico con AmB. Las CD son 
oligosacáridos cíclicos caracterizados por presentar una superficie hidrofílica y una 
cavidad interna lipofílica [196]. Son capaces de formar complejos de inclusión solubles 
con fármacos poco solubles. De manera que en medios acuosos, el fármaco se encuentra 
en un equilibrio dinámico entre las moléculas que están dentro de la cavidad lipofílica 
de las CD y las que se encuentran libres en el medio [197]. Las CD presentan ciertas 
características claves tales como: 
1. Formar parte de la lista GRAS (Generally Regarded As Safe) de la FDA y 
ser relativamente económicas lo que permite desarrollar formulaciones 
coste-efectivas [198]. 
2. Ser capaces de incrementar la solubilidad de fármacos y reducir su 
degradación [196]. 
3. Interaccionar con ciertos componentes lipofílicos de la piel y de la córnea, 
siendo capaces de incrementar la permeabilidad del fármaco a través de la 
capa acuosa adyacente a las células favoreciendo el contacto del principio 
activo con las mismas [199]. 
Aunque existen ciertos medicamentos con CD comercializadas para la ruta parenteral,  
en ocasiones la administración IV de CD puede relacionarse con nefrotoxicidad, por lo 
que la combinación con AmB podrían agravar los efectos adversos de ésta última [200].  
En la tabla 12 se recogen ciertas características esenciales a la hora de seleccionar la CD 




más conveniente, tales como el diámetro de la cavidad interna, la solubilidad en agua y 
el precio. 
Tabla 12. Características de las ciclodextrinas (adaptado de: [198, 201]). 














α-CD 0 H 972 4.7 – 5.3 145 45 
 
β-CD 1 H 1135 6.0 - 6.5 18.5 5 
γ-CD 2 H 1297 7.5 – 8.3 232 80 
Se podría considerar que los dos puntos críticos a la hora de formular con CD son elegir 
el tipo de CD apropiado que tenga una cavidad con el tamaño adecuado para 
interaccionar con el fármaco en cuestión, y además encontrar la proporción óptima CD: 
fármaco para poder solubilizar dicho principio activo. 
1.1.8.3. Administración por VO 
Debido a su baja solubilidad (< 1 mg/L a pH fisiológico), su tendencia a agregarse en 
medios acuosos y su baja permeabilidad (debido a su peso molecular de 924 g/mol y su 
log P de 0.95), su biodisponibilidad por VO es mínima [202]. De hecho, la AmB se 
encuentra en el grupo IV (baja solubilidad y baja permeabilidad) según el sistema de 
clasificación biofarmacéutica. Los comprimidos de AmB (Fungilin
®
) que se encuentran 
comercializados en ciertos países,  se utilizan para el tratamiento de infecciones locales 
del tracto orofaríngeo y gastrointestinal causadas por un sobrecrecimiento de C. 
albicans, sin embargo, la absorción de AmB es mínima. Como principales ventajas de 
la administración oral de AmB se podrían citar: 
1. La posibilidad de suspender el tratamiento si apareciesen reacciones 
adversas complicadas. En el caso de la administración intravenosa, ciertas 
reacciones adversas tales como reacciones anafilácticas pueden suponer un 





2. La vía oral facilita el cumplimiento terapéutico por parte del paciente y 
además permitiría reducir el tiempo de hospitalización, y por lo tanto 
disminuir costes indirectos de la terapia con AmB.  
3. Expandir el tratamiento frente a Leishmania y otras micosis sistémicas en los 
países en vías de desarrollo, donde la hospitalización prolongada para una 
administración IV dificulta el acceso a la terapia.  
Desde los años 50, se empezaron a realizar los primeros estudios farmacocinéticos para 
evaluar la absorción oral de AmB en humanos (Tabla 13). A pesar de que fueron 
administradas dosis muy elevadas de fármaco, las concentraciones plasmáticas 
obtenidas fueron muy bajas indicando una biodisponibilidad mínima. No fue hasta los 
años 80, cuando Ching et al., [203] observaron que cuando se administraban dosis 
mucho menores (del orden de miligramos), la concentración alcanzada en plasma 
presentaba unos valores similares, lo que parece indicar que en la absorción oral de 
AmB está implicado un proceso de saturación que limita considerablemente la 
biodisponibilidad del fármaco.  














5 2 g / día Dosis única 
- 
0.040 
[204] 5 4 g / day (1 día) Múltiple 0.080 
5 10 g / day (3 dias) Múltiple 0.210 
AmB 15 4.2 g / day (2 días) Múltiple - 0.180 [205] 
AmB 
solubilizada 
9 5.8 g / day (10 días) Múltiple - 0.054 [206] 
Comprimido 




3 30 mg/ day (2 días) Múltiple 




2 40 mg /day (2 días) Múltiple 





















Concentración de AmB en tejidos (µg  AmB/ g tejido) 
Ref. 
Hígado Bazo Riñón Pulmón Cerebro Corazón 
D-AmB Rata (n=10) 
1.6 – 16.7  
mg/kg 
- 5 - 9 
0.040 – 
0.100 





Rata (n=6) 5 mg/kg 
24 h post-
administración 
ND ND ND ND ND ND - ND 
[208] 
Rata (n=6) 50 mg/kg 8 0.0398 ND ND 0.009 0.731 - ND 
Albelcet
®
 Rata (n=6) 50 mg/kg 10 0.0485 ND ND ND 0.558 - 0.0459 
Intralipid-AmB Rata (n=6) 50 mg/kg 2 0.719 0.0134 ND ND 43 - ND 
Peceol-AmB Rata (n=6) 5 mg/kg 2 1.187 0.0061 ND ND ND - ND 
Peceol-AmB Rata (n=6) 50 mg/kg 4 1.469 0.0109 0.0765 ND ND - 0.0128 
AmB 
nanopartículas 
Rata (n=3) 10 mg/kg 
- 
24 0.176 





Rata (n=3) 10 mg/kg 6 0.0602 
Peceol/DSPE/ 
PEG2000 - AmB 
Rata (n=6) 4.5 mg/kg 72 h post-
administración 
6.3 0.071 0.017 0.091 0.079 0.117 ND ND 
[210] 
Rata (n=8) 10 mg/kg 12.5 0.096 0.033 0.039 0.283 0.055 ND ND 
AmbiOnp (SLN) Rata (n=4) 200 mg/kg 
- 
 
9 0.124 - - - - - - 
[211] AmB disuelta en      
DMSO 




















- - 0.4 0.36 0.16 0.22 ND ND 
Clave: D-AmB, AmB desoxicolato; DSPE, distearoilfosfatidiletanolamina; PEG, polietilenglicol; SLN, nanopartículas sólidas lipídicas; tmax, tiempo en el que se alcanza la 
concentración máxima; Cmax, concentración máxima alcanzada en plasma; ND, dato no disponible. 
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Concentración de AmB en tejidos (µg  AmB/ g tejido) 
Ref. 






24 h después 
de la última 
dosis 
ND 2.4 1.5 2.3 9.5 0.1 0.3 [212] 
Peceol/DSPE/ 




bid (5 días) 
12 h después 
de la última 
dosis 




5 mg/kg bid 
(5 días) 
0.168 0.957 0.751 0.323 1.449 0.112 0.289 
Ratón BALB/c 
(n=8) 
10 mg/kg bid 
(5 días) 
0.390 3.151 1.920 0.928 4.076 0.160 0.626 
Ratón BALB/c 
(n=6) 
20 mg/kg bid 
(5 días) 
0.519 4.728 4.194 1.589 5.048 0.184 0.621 
Peceol/DSPE/ 
PEG2000 - AmB 
Ratón BALB/c 
(n=5) 
10 mg/kg bid 
(5 días) 
60 h después 
de la última 
dosis 




10 mg/kg bid 
(5 días) 
- 0.125 0.233 - - - - 
Ratón BALB/c 
(n=5) 
20 mg/kg bid 
(5 días) 
- 0.536 0.477 - - - - 
VL- Ratón 
BALB/c (n=6) 
20 mg/kg bid 
(5 días) 
- 0.171 0.428 - - - - 
iCo-010            
   (mono-
diglicéridos + 
PEG1500 + 





bid (5 días) 
12 h después 
de la última 
dosis 




5 mg/kg bid 
(5 días) 
0.232 0.836 0.916 0.813 1.168 0.112 0.156 
Ratón BALB/c 
(n=6) 
10 mg/kg bid 
(5 días) 
0.418 2.543 1.407 2.268 2.014 0.157 0.338 
Ratón BALB/c 
(n=7) 
20 mg/kg bid 
(5 días) 
0.538 3.494 1.939 3.685 3.179 0.169 0.366 
Clave: DSPE, distearoilfosfatidiletanolamina; PEG, polietilenglicol; iCo-010, 60/40 (v/v) mono- y diglicéridos con vitamina E-TPGS (D- α-tocoferol 
polietilenglicol succinato); VL, animales infectados con leishmaniasis visceral; bid, dos veces al día;  ND, dato no disponible. 
 




En la última década se ha hecho un gran esfuerzo para desarrollar formulaciones de 
administración oral con efecto a nivel sistémico, aunque por el momento hay pocos 
resultados prometedores. Las tablas 14 y 15 recogen diversos estudios farmacocinéticos 
que evalúan la absorción oral de la AmB tras una única administración o durante un 
régimen de dosis múltiple respectivamente. Las dos formulaciones que presentan un 
mejor perfil farmacocinético con mayores concentraciones en plasma y acumulación de 
AmB en tejidos son:  
1. AmB- cocleatos, los cuales se forman a 
partir de bicapas de fosfolípidos que se 
enrollan en espiral cuando se añaden al 





que sirven de enlace entre las capas 
adyacentes [216] (Figura 15 adaptada 
de: [217]).  
2. Sistemas lipídicos autoemulsionables 
formados por una mezcla de lípidos 
tales como peceol (glicerol monoleato) 
y DSPE (distearoilfosfatidiletanolamina) 
entre  otros, combinados con PEG 
(polietilenglicol) y vitamina E [218]. 
Además, cabe destacar que ambas formulaciones han demostrado tener un buen perfil 
farmacodinámico en diferentes modelos animales, mostrando actividad frente a 
Leishmania spp. [219], Candida spp. [217, 218] y Aspergillus spp. [220, 221]. 
Chitosán modificado 
A parte de formulaciones lipídicas y cocleatos, el chitosán (aminopolisacárido catiónico 
compuesto por unidades de glucosamina y N-acetilglucosamina, obtenido por 
desacetilación parcial de la chitina) y en especial derivados anfifílicos del chitosán han 
mostrado tener un gran potencial en la absorción oral de fármacos poco solubles [222]. 
Entre las ventajas que presenta el chitosán como excipiente para la vía oral se pueden 
citar las siguientes: 






1. Es el segundo excipiente natural más abundante, obtenido a partir del 
caparazón de crustáceos [222]. 
2. Es un excipiente seguro (DL50>16 g/kg por vía oral en ratones), 
biocompatible y biodegradable [223, 224]. 
3. Presenta propiedades mucoadhesivas, consecuencia de las interacciones 
iónicas entre los grupos amino catiónicos del chitosán (pKa= 6.5) y grupos 
cargados negativamente tales como el ácido siálico (pKa=2.6) que se 
encuentran formando parte del mucus secretado por los enterocitos del 
intestino [223]. 
4. Puede incrementar la permeabilidad de fármacos a través de la barrera 
gastrointestinal, mejorando su biodisponibilidad oral [225]. 
5. Presenta propiedades antimicrobianas y antifúngicas [226]. 
Sin embargo, el uso del chitosán se ve limitado debido a su baja solubilidad a pH 
fisiológico 7.4 [227]. Para hacer frente a este problema, se han sintetizado diferentes 
derivados químicos a partir del chitosán, donde cabe destacar los derivados anfifílicos 
por sus propiedades para formar micelas o agregados micelares en medios acuosos 
[228] (Figura 16).  La introducción de grupos hidrofílicos (ej. –CH2-CH2-OH) e 
hidrofóbicos (ej, ácidos grasos) ha demostrado mejorar la eficiencia de encapsulación de 
fármacos poco solubles así como potenciar su permeabilidad a través de diferentes 
barreras biológicas [229].  
 
Figura 16. Formación de micelas o agregados micelares en medios acuosos a partir de 
derivados anfifílicos del chitosán (adaptado de: [229]). Cuando el derivado anfifílico se 
encuentra en medios acuosos a una concentración superior a su concentración crítica micelar 
(CMC), es capaz de formar micelas o agregados micelares, que facilitan la solubilización de 
fármacos poco solubles. 




Además, otra modificación a destacar es la alquilación exhaustiva del grupo amino, 
dando lugar a chitosán cuaternizado el cual presenta un perfil de solubilidad en medios 
acuosos mucho mejor que el chitosán y ha demostrado ser más eficiente a la hora de 
mejorar la absorción oral de fármacos [230]. 
1.1.8.4. Otras vías de administración 
Además de las vías de administración antes descritas, la administración pulmonar de 
AmB parece tener buenos resultados tanto en el tratamiento local de infecciones 
fúngicas invasivas como en profilaxis en pacientes de alto riesgo [231]. Las 
formulaciones comercializadas para la vía parenteral pueden ser usadas como aerosoles 
para incrementar la deposición y retención del fármaco a nivel pulmonar [232]. Las 
formulaciones lipídicas parecen ser más efectivas que la AmB convencional. Por 
ejemplo, en estudios comparativos entre las diferentes formulaciones se ha observado 
que con el Abelcet
®
 se pueden conseguir concentraciones en el pulmón 3.7 veces 
superiores que con la Fungizona
®
, siendo más efectivo como profiláctico frente a 
Aspergillus [233]. Entre los avances para la vía pulmonar se podrían destacar 
nanomicelas de chitosán recubiertas por ácido esteárico [234] o nanodiscos compuestos 
a base de fosfolípidos y apolipoproteína A-I [235]. 
La administración intranasal de AmB ha sido utilizada para el tratamiento de 
rinosinusitis crónica, ya que la infección fúngica puede coexistir con la infección 
bacteriana [236]. Sin embargo, la eficacia del tratamiento intrasanal con AmB es 
contradictoria; mientras que algunos estudios confirman que la administración 
intranasal de AmB reduce la inflamación de la mucosa nasal [237], en otros estudios no 











1.2. Enfermedades tratadas con anfotericina B 
1.2.1.  Leishmaniasis  
1.2.1.1. Epidemiología 
Se estima que en el mundo hay cerca de 12 millones de personas infectadas por 
Leishmania  [239] y cerca de 1,5 millones son infectadas cada año [240]. Muchos de los 
casos no son notificados, de ahí que la información epidemiológica sobre esta 
enfermedad sea limitada. Aproximadamente cada año ocurren entre 0.2 – 0.4 millones 
de casos por leishmaniasis visceral (VL) y entre 0.7 – 1.2 millones por leishmaniasis 
cutánea (CL) [240]. Por lo tanto, en poco más de un minuto, una persona será infectada 
por VL y tres por CL. 
 
Figura 17. Distribución geográfica de VL (A) y CL (B) (adaptado de: [241]) 
Actualmente, la enfermedad se encuentra distribuida en cuatro continentes siendo 
endémica en 88 países de los cuales 72 se trata de países en vías de desarrollo (Figura 
17): 




- más del 90% de los casos de VL a nivel mundial se concentran en cinco países: 
India, Bangladés, Sudán, Etiopía y Brasil; 
- más del 90% de los casos de leishmaniasis mucocutánea (MCL) tienen lugar en 
Bolivia, Brasil y Perú; 
- las tres regiones más afectadas por CL son: la cuenca del Mediterráneo, las 
Américas y la parte occidental de Asia. Los diez países con mayor número de 
casos donde se concentra alrededor de un 70 – 75% de la incidencia de CL son: 
Afganistán, Argelia, Colombia, Brasil, Irán, Siria, Etiopía, el Norte de Sudán, 
Costa Rica y Perú [240]. 
Según Alvar et al., la incidencia de VL en España entre los años 2004 – 2008 fue una de 
las más altas de Europa (con 114 casos notificados y entre 140 – 210 casos estimados) 
junto con Italia, Grecia y Albania; sin embargo, ningún caso de CL fue registrado 
durante ese periodo en España [240]. En el último trimestre de 2010 comenzó a 
detectarse un aumento en el número de casos de leishmaniasis notificados con respecto 
a años anteriores, debido fundamentalmente, a una acumulación de casos detectada en la 
zona suroeste de la Comunidad de Madrid [242]. Desde el 1 de julio de 2009 hasta el 2 
de octubre de 2012 se han notificado 471 casos de leishmaniasis (principalmente 
localizados en Fuenlabrada, Leganés, Getafe y Humanes de Madrid), con una tasa de 
incidencia de: 22.11 casos por 100 000 habitantes. El 36.7% de los enfermos asociados 
al brote presentaron VL y el 63.3% restante CL. En las muestras en las que se ha 
realizado la tipificación, el parásito fue identificado como L. infantum [242]. 
Por otro lado, la leishmaniasis canina es endémica en 11 países de la cuenca 
mediterránea: Portugal, España, Francia, Italia, Malta, Croacia, Bosnia, Montenegro, 
Albania, Grecia y Chipre [243]. Fuera de estos países, los casos son esporádicos y 
generalmente debidos a perros que han viajado a un área endémica (Figura 18). Una 
estimación conservadora a partir de los datos serológicos sugiere que en estos países, 
están infectados cerca de 2.5 millones de perros [243]. Las áreas endémicas se están 
expandiendo, llegando a existir una prevalencia en algunas áreas de entre el 63 – 80%, 
sin embargo, la aparición clínica de la enfermedad es mucho menor [244]. La amplia 
prevalencia de perros infectados tiene una relevancia dual: por una parte supone la 
causa de muerte de muchos de estos animales y por otra, incrementa el riesgo de 






Figura 18. Distribución geográfica de la leishmaniasis canina producida por L. infantum en Europa 
[245] 
1.2.1.2. Ciclo biológico 
La leishmaniasis es una enfermedad transmitida por la picadura de flebotomos hembra 
infectantes (del género Phlebotomus en Europa, Asia y África y del género Lutzomyia 
en América). Es causada por protozoos intracelulares del género Leishmania [246]. El 
ciclo empieza cuando el flebotomo toma sangre de un vertebrado infectado, para 
alimentarse, e ingurgita sangre infectada con amastigotes (Figura 19 a). Los amastigotes 
se liberan en el intestino y se adhieren a las microvellosidades de la pared luminal. La 
transformación del amastigote a promastigote metacíclico infectante tiene lugar durante 
las siguientes 24 a 48 horas (Figura 19 b) [247]. Los promastigostes metacíclicos 
infectantes se anclan preferentemente en la hipofaringe y probóscide del mosquito, 
listos para infectar a un nuevo hospedador [248]. Cuando el mosquito infectado pica a 
un hospedador, le inocula entre 10 y 1000 promastigotes los cuales penetran en la 
dermis (Figura 19 c). La saliva del mosquito tiene un papel clave en el establecimiento 
de la infección, ya que reduce la producción de óxido nítrico (NO) por los macrófagos 
activados [249]. Los promastigotes no migran activamente hacia los macrófagos, sino 
que permanecen en el espacio intercelular y activan el complemento por una vía 




alternativa, que da lugar a la acumulación de neutrófilos y macrófagos [247].  Aunque 
muchos de los promastigotes metacíclicos libres en el tejido dérmico son destruidos por 
los leucocitos polimorfonucleares, otros se adhieren (preferentemente por el flagelo) y 
penetran en los macrófagos, probablemente consecuencia de la fagocitosis o por 
invasión del propio parásito (Figura 19 d) [249]. 
 
Figura 19. Ciclo biológico de Leishmania (adaptada de:[250]) 
 El promastigote es englobado dentro de una vacuola parasitófora donde el macrófago 
intenta eliminarlo por medio de la secreción de ROS, hidrolasas lisosomales, NO y 
lisozimas (Figura 19 e) [248]. Si el parásito consigue evadir la respuesta inmunológica 
del macrófago, se transforma en amastigote en un periodo de 3 a 4 horas, 
permaneciendo en estado estacionario aproximadamente durante unas 36 horas, tras las 
cuales comienza a multiplicarse por fisión binaria (Figura 19 f) [249]. La cantidad de 
amastigotes puede llegar hasta 200, lo que provoca la distensión y ruptura del 
macrófago (Figura 19 g) [251]. Los amastigotes libres entran en nuevas células del 
sistema fagocitario mononuclear, donde nuevamente se multiplican o bien se diseminan 
a través de la piel o de la circulación cutánea hasta alcanzar las mucosas, o son 






localizarse en territorios orgánicos ricos en células macrofágicas fijas, principalmente, 
médula ósea, hígado y bazo (Figura 19 h) [247]. El ciclo se reanuda cuando el 
flebotomo vuelve a picar a un hospedador para alimentarse de sangre. 
1.2.1.3. Respuesta inmunitaria 
La respuesta inmunitaria del hospedador frente a Leishmania es clave para determinar la 
progresión o eliminación de la enfermedad. Fundamentalmente, la respuesta inmunitaria 
es de tipo celular, mediada por células T (Figura 20). Aunque el mecanismo en 
humanos no está perfectamente elucidado, parece ser que el incremento de células Th1 
se relaciona con una respuesta eficaz [252]. Esta respuesta cursa con un incremento en 
IL-2, TNF-α y γ-IFN, las cuales inducen una activación de los macrófagos. El γ-IFN 
induce la expresión de la óxido nítrico sintetasa que da lugar a la producción de NO y el 
TNF-α fomenta la actividad leishmanicida de los macrófagos, jugando un papel 
importante en la eliminación del parásito [253, 254].  
 
Figura 20. Respuesta inmunitaria del hospedador tras la infección por Leishmania (adaptado de: 
[244]). Clave: TNF-α, Factor de necrosis tumoral alfa; IFN-γ, gamma interferón; NO, óxido nítrico; 
NOS, óxido nítrico sintetasa; TGF-β, factor de crecimiento transformante beta. 




Por el contrario, la síntesis temprana de IL-4 está relacionada con el desarrollo de la 
respuesta Th2, la cual estimula la inmunidad humoral e inhibe la respuesta Th1 y hace 
que el macrófago sea poco susceptible a la activación por γ –IFN. La IL-4 disminuye la 
producción de IL-12 y γ –IFN y además inhibe la producción de NO por los macrófagos 
[255]. El TGF-β inhibe la inducción de la óxido nítrico sintetasa y la IL-10 inhibe la 
respuesta Th1 [244]. La estimulación de la respuesta humoral trae consigo la activación 
de los linfocitos B, con la consiguiente formación de anticuerpos (principalmente IgG)  
que son incapaces de contrarrestar al parásito por tener una localización intracelular, de 
manera que la enfermedad se disemina [255]. Además, el exceso de producción de 
anticuerpos da lugar a la formación de inmunocomplejos circulantes que conllevan por 
un lado a patologías tales como la vasculitis, poliartritis y glomerulonefritis y por otro 
lado da lugar a anemia y trombocitopenia y facilitan la fagocitosis de los amastigotes, 
potenciando su diseminación en el hospedador [256, 257]. 
1.2.1.4. Clínica 
Las diferentes especies del género Leishmania según su localización en el hospedador y 
el tipo de respuesta inmunitaria estimulada dan lugar a diferentes manifestaciones 
clínicas de la enfermedad (Figura 21).  
 






En el hombre podrían clasificarse en: 
1. VL, también conocida como Kala azar, la cual si no es tratada el porcentaje 
de mortalidad es muy alto (cerca del 100%) [258]. El periodo de incubación 
suele durar entre 2 y 6 meses [259]. Los síntomas típicos son: fiebre, 
debilidad, pérdida de peso, anemia, hepato y esplenomegalia (consecuencia 
de la invasión parasítica del bazo e hígado) [259]. 
2. CL, se caracteriza por la aparición de una pequeña inflamación y rubor 
(eritema) en el lugar de la infección, que va aumentando de tamaño, y 
después de 3 ó 4 semanas, se desarrolla una úlcera normalmente indolora 
parecida a un volcán. Esta lesión puede curarse después de 6 ó 12 meses 
quedando una marcada cicatriz y relativa desfiguración, produciendo 
estigmatización social [261]. 
3. MCL, está manifestación clínica es menos común que las anteriores y 
normalmente ocurre en las personas que han padecido CL (del 1 al 10%). Se 
caracteriza por eritemas y úlceras en la nariz, a lo que le sucede, inflamación, 
perforación y destrucción del tabique nasal que puede obstruir la faringe y /o 
laringe, produciendo una discapacidad importante en el paciente además de 
estigmatización por parte de la sociedad [246, 261]. 
4. Leishmaniasis cutánea difusa, caracterizada por presentar una lesión 
ulcerante en nódulos distribuidos por todo el cuerpo. 
En el caso de la leishmaniasis canina, las manifestaciones clínicas son una combinación 
de los signos clínicos que se producen en la infección humana, siendo las más 
características: caquexia, fiebre, linfadenopatías, hepato y esplenomegalia 
(consecuencia de la invasión parasítica de estos órganos), glomerulonefritis y rigidez en 
las articulaciones (debido a la precipitación de imunocomplejos circulantes), anemia, 
epistaxis, hematuria, diarrea hemorrágica, atrofia muscular, onicogrifosis (alteración en 
el crecimiento de las uñas) lesiones en la piel (dermatitis exfoliativa, ulcerativa, nodular 
o postular) y a nivel ocular (uveítis, conjuntivitis, queratoconjuntivitis, blefaritis) 
(Figura 22) [244]. Sin embargo, hay que tener en cuenta que no todos los perros con 
serología positiva (con anticuerpos frente a Leishmania) desarrollan síntomas clínicos. 





Figura 22. Manifestaciones clínicas de la leishmaniasis canina [244]; (a) queratoconjuntivitis con 
dermatitis periocular; (b) dermatitis exfoliativa; (c) epistaxis; (d) onicogrifosis; (e) lesión ulcerativa. 
1.2.1.5. Tratamiento frente a Leishmania 
En las últimas décadas, muy pocos nuevos fármacos y/o nuevas formulaciones han sido 
comercializadas para el tratamiento frente a Leishmania; de hecho, ninguno de los 
tratamientos actuales es idóneo, debido a problemas de: toxicidad, aparición de 
resistencias, alto coste, larga duración de la terapia o inadecuada vía de administración 
(teniendo en cuenta que el acceso al hospital no es factible para muchos pacientes) 
(Tabla 16) [262]. Esto hace que muchos de los pacientes no concluyan el tratamiento lo 
que da lugar a un incremento en la aparición de resistencias. Para prevenir este 
problema, hacer la terapia más corta e incrementar la eficacia, se recurre a la 
combinación de fármacos [263]. 
Durante muchos años, el fármaco de elección han sido los antimoniales pentavalentes 
tales como: estibogluconato de sodio (Pentostan
®
) y antimoniato de meglumina 
(Glucantime
®
), los cuales presentan una eficacia variable frente a VL y CL y requieren 
administración parenteral (IM o IV); además presentan un elevado número de efectos 
adversos tales como: cardiotoxicidad, pancreatitis y nefrotoxicidad siendo necesaria la 






Tabla 16. Tratamiento farmacológico frente a Leishmania [264] 
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Debido al aumento en las resistencias con los antimoniales, la terapia con AmB ha 
pasado a ser el tratamiento de elección frente a VL. La AmB convencional al ser mucho 
menos costosa que la AmB liposomal, se utiliza en países con menos recursos 
económicos, como la India (a pesar de que presenta alta toxicidad a nivel renal y 
requiere una administración IV muy lenta para prevenir los efectos adversos asociados 
con la administración); mientras que la AmB liposomal se utiliza en los países 
desarrollados, ya que tiene una eficacia leishmanicida muy alta y la toxicidad es mucho 
menor en comparación con la AmB convencional. La OMS ha negociado un precio para 
intentar hacer más asequibles este tipo de fármacos en países con alta prevalencia de 
leishmaniasis y pocos recursos económicos (Tabla 17). Aún así, el tratamiento con 
AmB liposomal sigue siendo relativamente elevado y tiene otros problemas adyacentes 
tales como la administración parenteral y la falta de estabilidad a altas temperaturas 
(siendo necesario mantener la cadena del frío que incrementa aún más su coste) [262]. 
La miltefosina es el único tratamiento de administración oral frente a Leishmania. 
Presenta un buen perfil de eficacia y aunque su toxicidad no es muy elevada, sin 
embargo, es teratogénica. Otro problema de este fármaco es el rápido desarrollo de 
resistencias [265].  




La paromomicina se utiliza en el tratamiento de la VL y CL, aunque su eficacia es 
variable frente a VL. La principal ventaja es su bajo coste en comparación con el resto 
de terapias [266]. La pentamidina se empezó usando como segunda línea de tratamiento 
frente a VL, sin embargo, debido a su alta toxicidad y aparición de resistencias ha 
quedado relegada a un segundo plano, principalmente para tratamientos combinados 
[262, 263]. 
Tabla 17.  Comparación de la eficacia, toxicidad, resistencia y precio de los diferentes tratamientos 
frente a Leishmania [262, 266, 267] 
Fármaco 
Eficacia (a 
los 6 meses) 
Resistencia Toxicidad 
Precio ($) del tratamiento 
de VL acordado por la 
OMS para un paciente de 
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En lo que respecta al tratamiento de la leishmaniasis canina, el arsenal terapéutico es 
similar al de los humanos; por lo general, en la mayoría de los perros el cuadro clínico 
mejora tras el tratamiento, pero no se produce la “curación parasitológica” y en muchos 
casos pueden aparecer recaídas siendo la tendencia actual la combinación de fármacos 
con actividad leishmanicida. De todos los fármacos disponibles, los leishmanicidas más 
utilizados son los antimoniales pentavalentes seguidos de la AmB; mientras que el 
alopurinol es el leishmaniostático por excelencia debido a su inocuidad y eficacia [268]. 
Durante los últimos años se está haciendo un gran esfuerzo para desarrollar una vacuna 






siendo complejo extrapolar los resultados de modelos animales a humanos [269]. Sin 
embargo, recientemente, se ha comercializado la primera vacuna frente a la 
leishmaniasis canina, CaniLeish
®
, constituida por proteínas secretadas y excretadas por 
L. infantum. Ha demostrado disminuir el riesgo de desarrollar una infección activa y una 
enfermedad sintomática después del contacto con este parásito, sin embargo, parece no 
tener ningún beneficio en perros que ya han desarrolladola enfermedad [270]. 
1.2.2.  Micosis 
1.2.2.1. Micosis invasivas 
Tanto la frecuencia como la variedad de infecciones fúngicas invasivas han aumentado 
considerablemente durante las últimas tres décadas. Las causas principales de este 
hecho están relacionadas con el uso indiscriminado de antibióticos, el empleo de 
potentes fármacos inmunosupresores y antineoplásicos, el aumento de pacientes 
inmunodeprimidos (HIV y transplantados entre otros) así como cambios en la práctica 
médica en donde cada vez es más común la utilización de catéteres invasivos además de 
otros sistemas tales como: ventilación asistida, hemodiálisis, alimentación parenteral, 
etc [271, 272].  
Aunque las causas más comunes de infecciones sistémicas fúngicas son debido a C. 
albicans, A. fumigatus y C. neoformans, la tasa de infección por otro tipo de hongos 
oportunistas (Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Fusarium spp.) va en 
aumento. Además es real el hecho de que cada vez aparecen nuevos hongos patógenos 
resistentes a la terapia antifúngica de la que se dispone actualmente, siendo preocupante 
la aparición de infecciones invasivas por ciertos hongos patógenos como Acremonium, 
Scedosporium, Paecilomyces, y Trichoderma spp. [273].  
Aunque existen más de 175 especies dentro del género Aspergillus, sólamente A. 
fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger y A. nidulans son las especies asociadas con 
infecciones invasivas [274]. Las esporas son fácilmente liberadas a la atmósfera y por 
inhalación, alcanzan los alveolos pulmonares, siendo el aire la principal vía de 
transmisión. La aspergilosis invasiva se da casi exclusivamente en pacientes 
inmunocomprometidos, siendo A. fumigatus el responsble de más del 90% de las 
infecciones fúngicas transmitidas por la vía aérea [273]. La cuarta causa de infecciones 
nosocomiales sistémicas es producida por Candida spp. La incidencia anual de 




candidemia oscila entre los 6 - 23 casos/ 100 000 habitantes en América siendo algo 
menor en Europa entre 2.5 - 11 casos/ 100 000 habitantes [275, 276]. Aunque se han 
identificado más de 17 especies de Candida como agentes etiológicos causantes de 
infecciones sistémicas nosocomiales, cerca del 95% son producidas por: C. albicans, C. 
glabrata, C. parapsilosis, y C.  tropicalis. La mayoría de las candidemias se produce en 
pacientes de la UCI o aquellos que se someten a cirugías abdominales [273]. El coste 
global sanitario que generan las candidiasis es 2.5 veces mayor que las infecciones por 
Aspergillus; sin embargo, el coste por paciente es 2 – 3 veces superior en las 
aspergilosis que en las candidiasis sistémicas [277]. Por último comentar que las 
infecciones causadas por Cryptococcus se producen por la inhalación de las levaduras 
que entran en las vías respiratorias y permanecen en un estado latente hasta que se 
reactivan en pulmones y nódulos linfáticos, siendo la segunda causa más frecuente de 
infecciones fúngicas oportunistas en pacientes con VIH [273]. 
1.2.2.2. Micosis cutáneas 
En las micosis superficiales, los hongos colonizan las capas más externas queratinizadas 
de la piel, el cabello y las uñas, desencadenando una respuesta inmunitaria escasa o nula 
por parte del hospedador sin ser destructivas y, generalmente su diagnóstico y 
tratamiento son relativamente sencillos [124]. Las micosis cutáneas son enfermedades 
muy frecuentes en nuestro medio y su distribución es universal. La incidencia de esta 
enfermedad se halla en progresivo aumento y se estima que cerca del 20 - 25% de la 
población padece una infección micótica cutánea, siendo los principales responsables 
los dermatofitos en sus 3 géneros anamorfos (Trichophyton, Microsporum y 
Epidermophyton), así como las levaduras de los géneros Candida y Malassezia [278]. 
La aparente simplicidad etiológica sin embargo, se ve complicada por las numerosas 
formas de presentación clínica que adoptan las dermatofitosis y las candidiasis cutáneas 
[279]. 
Especial mención cabe hacer a las micosis oculares, las cuales son debidas a hongos 
oportunistas que, en condiciones normales, no son patógenos. Los hongos como tal no 
penetran si el epitelio corneal está intacto, normalmente necesitan algún tipo de entrada 
que puede ser causada por un traumatismo o un defecto epitelial; sin embargo, una vez 
dentro de la córnea, son capaces de proliferar muy rápidamente, especialmente frente a 






prolongada con corticoides o antibióticos), siendo Candida uno de los principales 
patógenos que producen infecciones oculares [280]. Según la OMS, las enfermedades 
de la córnea son la principal causa tanto de pérdida de visión como de ceguera, tras las 
cataratas [281]. De hecho, la queratitis fúngica es la segunda causa más común de 
ceguera en los países desarrollados y se podría decir que la principal en Asia, ya que es 
uno de los tipos de queratitis más difíciles de diagnosticar y tratar que puede 
complicarse con facilidad resultando en endolftalmitis [280, 281]. Las infecciones 
fúngicas oculares predominantes son causadas por Candida, Fusarium, Scedosporium y 
Aspergillus las cuales pueden conducir a una seria ulceración de la córnea por lo cual 
deben ser tratadas rápidamente [282]. 
1.2.2.3. Tratamiento antifúngico 
A la hora de tratar las micosis cutáneas, es necesario utilizar no solamente medidas 
farmacológicas sino también todas las medidas encaminadas a la prevención y mejora 
del proceso terapéutico. Los antifúngicos que habitualmente se emplean en clínica, se 
utilizan principalmente por vía tópica dejando los preparados sistémicos para el 
tratamiento de infecciones graves, invasivas o cuando la respuesta terapéutica a los 
tratamientos tópicos es insuficiente. Los antifúngicos tópicos se clasifican en las 
siguientes familias farmacológicas [279]: 
1. Polienos: AmB y nistatina. 
2. Azoles: clotrimazol, miconazol, econazol, ketoconazol, tioconazol, 
bifonazol, butoconazol, eberconazol, fenticonazol, flutrimazol, oxiconazol, 
sertaconazol. 
3. Alilaminas: naftifina, terbinafina. 
4. Morfolinas: amorofilina. 
5. Miscelánea: ciclopiroxolamina, tolnaftato. 
En lo que respecta al tratamiento de infecciones fúngicas oculares, la AmB es el 
fármaco de elección en infecciones graves, como en queratitis producidas por levaduras, 
mientras que la natamicina es el fármaco usado como primera línea en queratitis por 
hongos filamentosos. La administración IV de AmB para el tratamiento de infecciones 
oculares es efectiva aunque la nefrotoxicidad es la principal limitación de esta terapia 
[282]. La admistración ocular de AmB por lo general es bien tolerada y debido a su 




carácter hidrófobo suele presentar buena penetración a través de la cornea (cuando 
existe una infección) en comparación con otros fármacos utilizados (Tabla 18).  
Presenta un espectro de acción superior a otros tratamientos con baja incidencia de 
resistencias [280]. Sin embargo, debido a su baja solubilidad acuosa, no existe ninguna 
formulación comercializada para la vía ocular, ya que a la concentración necesaria para 
poder ser efectiva, incrementa el riesgo de que el fármaco precipite lo que trae consigo 
problemas de irritación conjuntival [282].  
Tabla 18. Tratamiento ocular antifúngico [280] 
Fármaco Ventajas Desventajas 
AmB - Buena penetración ocular 
- Amplio espectro de acción frente a 
Candida spp. y Aspergillus spp. 
- Rara aparición de resistencias 
- Larga semivida 
- Bien tolerada a nivel ocular aunque 
puede causar problemas de irritación 
- Además del efecto fungicida tiene 
propiedades inmunoadyuvantes 
- Baja solubilidad acuosa y alta unión a 
proteínas plasmáticas  
- No existe una formulación para 
administración ocular 
- Nefrotoxicidad tras administración IV 
 
Natamicina - Comercializada como formulación 
ocular 
- Aplicación tópica eficaz 
- Bien tolerada a nivel ocular 
- Sólo es efectiva tras administración tópica 
Fluconazol - Alta solubilidad acuosa 
- Baja unión a proteínas plasmáticas 
- Alta biodisponibilidad ocular 
- Existe formulación comercializada 
para la vía ocular 
- Menor actividad frente a C. albicans, C. 
glabrata  y C. krusei 
- Pobre penetración a nivel ocular 
- Muchas interacciones con otros fármacos 
- Escasa semivida a nivel ocular 
Ketoconazol - Buena biodisponibilidad ocular tras 
administración VO 
- Existe formulación comercializada 
para la vía ocular 
- Alta unión a proteínas plasmáticas 
- Corta semivida a nivel ocular 
- Se requiere un pH ácido para la absorción 
Itraconazol - Existe formulación comercializada 
para la vía ocular 
- Larga semivida  
- Baja solubilidad acuosa y alta unión a 
proteínas plasmáticas 
- Escasa penetración corneal 
- Visión borrosa tras la administración ocular 
junto con sensación de molestia y ojo seco 
Miconazol - Bajo peso molecular 
- Buena penetración corneal 
- Sensación de molestia, de quemazón e 
irritación tras la administración ocular 
- Baja solubilidad acuosa y alta unión a 
proteínas plasmáticas 
- Produce fotosensibilidad 
Voriconazol - Amplio espectro de acción - Interacción con muchos fármacos 
- Alteraciones visuales (visión borrosa, 
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2. JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS, OBJETIVOS Y 
PLANTEAMIENTO 
 
2.1. Justificación e hipótesis  
Las formulaciones lipídicas comercializadas de AmB son las que presentan un mejor 
perfil de seguridad en comparación con la AmB convencional; sin embargo, el coste del 
tratamiento es bastante elevado, limitando el uso de AmB en los países con menos 
recursos económicos en donde hay una mayor prevalencia de enfermedades 
potencialmente tratables con AmB. Por esta razón, el desarrollo de una formulación de 
AmB por vía parenteral que sea segura y al mismo tiempo coste-efectiva permitiría 
facilitar el acceso al tratamiento con AmB en muchos países y además podría ser 
utilizada a nivel veterinario (teniendo en cuenta la alta prevalencia de leishmaniasis 
canina en la cuenca del mar Mediterráneo), donde el alto coste de las formulaciones 
lipídicas de AmB es también una de las razones que limita su uso. En estudios 
anteriores llevados a cabo por nuestro grupo de investigación se obtuvieron resultados 
prometedores en modelos de ratón y hámster con AmB en forma poliagregada [53, 58], 
por este motivo es interesante poder evaluar si en especies de mayor tamaño como el 
perro, la AmB poliagregada presenta el mismo perfil farmacocinético (el cual está 
estrechamente relacionado con su eficacia). 
Para tratar micosis oculares graves, en la práctica clínica se suelen preparar colirios de 
AmB en los servicios de farmacia hospitalaria y/o comunitaria a partir de  
formulaciones comercializadas para la vía parenteral, lo que implica que no esté 
diseñada específicamente para esta vía de administración con el agravante de que la 
vida útil del preparado suele ser bastante limitada (entre 6 y 72 h a temperatura 
ambiente). Por esta razón, el desarrollo de una formulación de AmB que reúna las 
características adecuadas para la vía ocular (tales como osmolaridad, tamaño de 
partícula, pH y esterilidad), con una mejor relación coste-eficacia, que permanezca 
estable durante todo el periodo de tratamiento (al menos 28 días) y sea fácil de preparar, 
supondría una notable mejora a la hora de tratar infecciones fúngicas oculares. Por esta 
razón, se han elegido las ciclodextrinas para evaluar si pueden ser el excipiente idóneo 
para preparar formulaciones con estas características, ya que está aprobado su uso a 
nivel oftálmico y además en estudios anteriores llevados a cabo por nuestro grupo de 




investigación han demostrado tener un efecto sinérgico antifúngico en combinación con 
la AmB (Anexo I). 
Tras una búsquea exhaustiva, no se ha encontrado ninguna formulación de AmB de 
administración oral para tratar infecciones sistémicas, consecuencia de la baja 
solubilidad y permeabilidad del fármaco. Por esta razón, considero que el desarrollo de 
una formulación por vía oral sería un gran avance dentro de la terapia antifúngica y 
antileishmania, ya que evitaría los problemas relacionados con la administración 
parenteral del fármaco, reduciendo periodos prolongados de hospitalización y 
facilitando el acceso a la terapia con AmB. Trabajos previos realizados con chitosán 
anfifílico modificado (Quaternary Ammonium Palmitoyl Glycol Chitosan) han 
demostrado su potencial para mejorar la absorción oral de fármacos poco solubles 
[229]. En virtud de lo expuesto, se decide evaluar si su uso como excipiente pudiera ser 
una alternativa para mejorar la biodisponibilidad oral de la AmB ya que por un lado 
podría facilitar su solubilización debido a su carácter anfifílico y por otra parte, gracias 
a sus propiedades mucoadhesivas, podría incrementar el tiempo de contacto con la 
mucosa favoreciendo la permeabilidad del fármaco a través del epitelio intestinal. 
2.2. Objetivos y planteamiento 
El objetivo global de este trabajo es desarrollar nuevas formulaciones parenterales y no 
parenterales (oral y ocular) de AmB que sean coste-efectivas y seguras para el 
tratamiento de infecciones fúngicas y parasitarias. Para alcanzar este objetivo, se han 
seguido las siguientes etapas: 
1. Desarrollo y caracterización in vitro e in vivo de formulaciones parenterales de 
AmB poliagregada y encapsulada en microesferas de albúmina.  
 
Esta parte de la memoria se ha dirigido hacia la: 
1. Preparación de formulaciones de AmB en forma poliagregada y su 
encapsulación en microsferas de albúmina para administración parenteral, así 
como caracterización de las mismas por medio del análisis de tamaño de 
partícula, morfología y toxicidad hemolítica. 
2. Estudios farmacocinéticos de AmB poliagregada libre y en microesferas de 
albúmina en perros beagles, para evaluar el efecto de la formulación sobre la 
distribución del fármaco tras su administración parenteral, además de otros 




factores tales como la dosis administrada, la previa administración de un 
anestésico y el estado de salud del beagle. 
 
El desarrollo y los resultados de esta primera etapa se encuentran recogidos en un 
artículo publicado en el Int. J. Pharm (2013), 447:38-46 que lleva por título:  
Hemolytic and pharmacokinetic studies of liposomal and particulate amphotericin 
B formulations.  
 
2. Desarrollo y caracterización in vitro de formulaciones no parenterales de AmB- 
γ-ciclodextrina para administración ocular estables y fáciles de preparar en 
farmacia hospitalaria y/o comunitaria. 
 
Esta parte de la memoria tiene por objeto la preparación de formulaciones de AmB 
con γ-ciclodextrinas adaptadas para la administración por vía ocular y evaluación de 
la estabilidad del complejo formado por medio de la caracterización del estado de 
agregación del fármaco mediante espectrofotometría UV/Vis, tamaño de partícula y 
pH, así como la osmolaridad, esterilidad, valoración  del contenido de AmB y 
actividad antifúngica in vitro. 
 
El desarrollo y los resultados de esta segunda etapa se encuentran recogidos en un 
artículo publicado en el Int. J. Pharm (2012), 437:80-82 que lleva por título:  
A novel formulation of solubilised amphotericin B designed for ophthalmic use.  
 
3. Desarrollo y caracterización in vitro e in vivo de formulaciones no parenterales 
de AmB-chitosán anfifílico modificado para administración oral que tengan 
una biodisponibilidad adecuada y una eficacia similar a las formulaciones 
parenterales comercializadas. 
 
Esta parte de la memoria se ha dirigido hacia la: 
1. Obtención y caracterización del complejo formado entre AmB y chitosán 
anfifílico modificado (Quaternary Ammonium Palmitoyl Glycol Chitosan) 
utilizando técnicas instrumentales tales como espectroscopía de IR, UV/Vis, 
NMR, microscopía electrónica y tamaño de partícula. 




2. Estudios farmacocinéticos del complejo AmB y chitosán anfifílico 
modificado en ratones para evaluar la biodisponibilidad oral de la AmB y la 
acumulación en tejidos tras la administración oral de dosis única y dosis 
múltiples, así como la comparación de la absorción por vía oral en perros 
beagles. 
3. Estudios farmacodinámicos en un modelo murino de leishmaniasis visceral 
para evaluar la eficacia de la formulación AmB con chitosán anfifílico 
modificado tras la administración por vía oral y comparación de la eficacia 





El desarrollo y los resultados de esta tercera etapa se encuentran recogidos en un 
tercer artículo pendiente de publicación que lleva por título: 
Oral particle translocation to lung, liver and spleen confers oral amphotericin B 





































































Hemolytic and pharmacokinetic studies of liposomal and particulate amphotericin B 
formulations 
 







































































Pharmacokinetic data analysis 
The area under the plasma concentration versus time curve (AUC) and the area under 
the first moment curve (AUMC) from 0-24 h were calculated using the linear 
trapezoidal method. The concentration at time=0 (Cmax) was calculated by extrapolation 
on the y-axis of the ln concentration (the first two plasma concentration points) versus 
time. The terminal phase elimination rate constant (λ) was calculated from the negative 
slope of ln-linear terminal portion of the plasma concentration versus time curve. The 
terminal elimination half-life (t1/2) was calculated as 0.693/ λ. In the pharmacokinetic 
studies in healthy beagles, the AUC and AUMC were extrapolated from last time point 




respectively. Total body clearance (Cl = Dose/AUC0-∞), volume of distribution at steady 
state [Vss = Cl x (AUMC0-∞/ AUC0-∞)], volume of distribution or volume area [Varea = 
Dose / (λ x AUC0-∞)], mean residence time (MRT = AUMC0-∞/ AUC0-∞), mean 
residence time in systemic circulation (ts = AUC0-∞/C0), mean residence time in 
peripheral tissues (tp = MRT – ts) were calculated using these equations.  
Effect of RBCs concentration on the hemolysis 
For so low soluble drugs such as AmB it is not easy to perform conventional drug 
release tests. For this reason an ex vivo test suitable to study the drug release 
characteristics of the different AmB formulations is interesting in the development of 
new formulations and for quality control purposes. Although hemolysis studies have 
been performed since long time ago to study and compare the toxicity of different AmB 
formulations [27, 283] only recently it have been proposed to study sustained release 
characteristics of new AmB formulations [190, 284]. However, there are several 
variables in the hemolysis test that should be study previously in order to use it as a 
drug release test. Table 1 shows the variability of the experimental conditions of the 
hemolysis test reported by different authors. In order to standardize the hemolysis test it 
is important first to select the type of RBCs. Probably human RBCs could be the easier 
to obtain and the most relevant in terms of extrapolation to clinical practice. Apheresis 
extraction technique of RBCs allowed us to obtain enough cells of the same volunteer to 
perform all the experiments reported in this work. Furthermore, uniformity of cells is 
guaranteed by this procedure. A second point is the concentration of RBCs. Figures 1.A. 




and 1.B. show in a semi-logarithmic scale the effect of RBCs concentration on the 
hemolysis of FP and MP formulations respectively. For both formulations it is clear that 
the concentration of RBCs has a significant (ANOVA, P<0.05) effect on the hemolysis. 
At higher RBCs concentrations there is less toxicity probably because there is less 
membrane surface of the RBCs exposed to the action of AmB. The protection effect of 
microencapsulation is evident in figure 1 (ANOVA, P<0.05).  
 
Figure 1. Effect of RBCs concentration on the hemolysis produced by poly-aggregated AmB 
formulation (FP) (Figure 1.A.) and microencapsulated poly-aggregated AmB (MP) (Figure 1.B.) at 











Time of contact AmB system tested Reference 




 and derivates (van Etten et al., 2000) 
Human 8-9 x 10
7
 cells/mL 1 h Cochleates (Zarif et al., 2000) 
Human Diluted 30 min Micelles (Lavasanifar et al., 2002) 
Bovine 7.4 x 10
7
 cells/mL 1, 9, 10 and 24 h Micelles and free AmB (Adams et al., 20003; Adams and 
Kwon, 2003) 
Mice 0.1% 1 h Liposomes (Chakraborty and Naik, 2003) 
 
Human 2% hematocrit 
(~ 2 x 10
8
 cells/mL) 
30 min Lipid complexes and Fungizone
®
 (Larabi et al., 2003) 
Rat, dog and human  
1% hematocrit 
20 min Lipid nanoparticles and Fungizone
®
 (Fukui et al., 2003) 








 (Wiehart et al., 2006) 
Human 1% hematocrit 1 h Liposomes and free AmB (Khan and Owais, 2006) 
Rat Diluted 30 min Micelles & Fungizone
®
 (Vandermeulen et al., 2006) 
Sheep Suspension 5% 1 h Complexes, free AmB and AmBisome
®
 (Charvalos et al., 2006) 
Human 2% hematocrit 30 min Conjugates (Nishi et al., 2007) 
Sheep Diluted 1 h Conjugates and free AmB (Parveen et al., 2007) 
Human Diluted 1/10 30 min Microemulsions and Fungizone
®
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Resumen de los objetivos y discusión de los resultados 
El objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad hemolítica y el perfil farmacocinético 
de diferentes formulaciones de AmB con el objeto de analizar qué factores condicionan 
el balance eficacia/toxicidad de este fármaco. Para ello, se comparó el efecto hemolítico 
de diferentes sistemas de encapsulación, estados de agregación y tamaño de partícula de 
la AmB. La cinética del proceso hemolítico resultó ser de gran utilidad no solamente a 
la hora de evaluar la toxicidad de las distintas formulaciones, sino también como 
indicador de la liberación del fármaco a partir de los distintos sistemas de encapsulación 
elaborados.  
Además de la toxicidad hemolítica, la distribución del fármaco en el organismo tras su 
administración parenteral es esencial para determinar la eficacia de la formulación. En 
el caso de enfermedades parasitarias como la leishmaniasis, los parásitos se acumulan 
preferentemente a nivel intracelular en los macrófagos del SRE, lo que hace que puedan 
pasar fácilmente desapercibidos, no solamente frente al sistema inmunitario del 
organismo hospedador, sino también frente a los fármacos administrados, que tienen 
que llegar al lugar de acción para poder ser efectivos. Por esta razón, se estudió el perfil 
farmacocinético tras la administración intravenosa de aquellas formulaciones que 
resultaron ser menos hemolíticas. Los estudios fueron llevados a cabo en perros beagles 
ya que se podría considerar que el perro es uno de los principales reservorios de la 
enfermedad en la cuenca mediterránea, lo que trae consigo no solamente un gran 
número de perros fallecidos sino también un gran riesgo de transmisión de la 
enfermedad al ser humano. Se evaluó la influencia de diversos factores sobre el perfil 
farmacocinético de la AmB tales como el tipo de formulación, la dosis administrada, la 
coadministración de la AmB con un agente anestésico y el estado de salud del beagle. 
Las formulaciones evaluadas en este trabajo fueron las siguientes: 
- AmB en estado poliagregado 
- AmB en estado poliagregado sometida a diferentes ciclos de centrifugación  
- AmB en estado poliagregado encapsulada en microesferas de albúmina 
- AmB en estado dimérico  
- AmB en estado dimérico encapsulada en microesferas de albúmina 





- Fungizona® calentada (obtenida tras el calentamiento a 70 °C durante 1 h 
induciéndose la agregación de la AmB) 
- AmBisome® (AmB dimérica encapsulada en liposomas) 
Las conclusiones obtenidas de los estudios de hemólisis fueron las siguientes: 
En primer lugar, se observó un grupo de formulaciones caracterizadas por presentar una 
alta toxicidad hemolítica (por encima del 50% de hemólisis a las 24 h de incubación con 





 calentada, mientras que el resto de las 
formulaciones mostraron una baja toxicidad hemolítica (inferior al 10% tras 24 h de 
incubación) entre las que se encuentran: AmB poliagregada, AmB poliagregada 




En ambos casos, la encapsulación de la AmB tanto en estado poliagregado como en 
estado dimérico dio lugar a la reducción de la toxicidad hemolítica del fármaco; sin 
embargo, debido a que las microesferas de albúmina son hidrofílicas liberan el principio 
activo más rápidamente que otras partículas más hidrofóbicas, por lo que a las 24 h deja 
de observarse este efecto protector a nivel hemolítico indicativo de que la mayor parte 
del fármaco ha sido liberado. Este efecto protector fue mucho menos acusado en el caso 
de la AmB dimérica, probablemente como consecuencia del menor tamaño de partícula 
de la AmB dimérica que hace que se libere más rápidamente en comparación con la 
AmB poliagregada. 
En segundo lugar, aunque la AmB poliagregada mostró una baja toxicidad hemolítica, 
se observaron diferencias significativas entre las diversas fracciones recogidas tras 
someter la formulación a sucesivos ciclos de centrifugación, de manera que, a mayor 
número de ciclos de centrifugación, menor tamaño de partícula de los agregados y 
mayor efecto hemolítico. La influencia del tamaño de partícula sobre la hemólisis 
también fue observada con la Fungizona
® 
calentada. Al calentar la fungizona, se indujo 
la agregación de la AmB dimérica dando lugar a agregados de mayor tamaño, 
resultando ser una formulación menos hemolítica que la propia Fungizona
®
. 




Con las tres formulaciones menos hemolíticas (AmB poliagregada, AmB poliagregada 
encapsulada en microesferas de albúmina y AmBisome
®
) se llevaron a cabo los estudios 
farmacocinéticos en perros beagles y las conclusiones observadas fueron las siguientes: 
En beagles sanos, la AmB poliagregada presentó una rápida desaparición de plasma tras 
la administración IV a diferencia de la formulación liposomal (AmBisome
®
) 
caracterizada por tener una prolongada circulación en plasma. Sin embargo, el volumen 
de distribución y el tiempo medio de residencia de la formulación poliagregada 
resultaron ser muy superiores, pudiéndose detectar niveles de AmB en el organismo 
hasta 7 días después de la administración IV. La rápida eliminación de plasma junto con 
la lenta eliminación del organismo podrían estar relacionados con un proceso de 
endocitosis por parte de los macrófagos circulantes tras la administración IV de la 
formulación poliagregada, lo que explicaría la rápida desaparición del fármaco del 
torrente sanguíneo para ser acumulado en tejidos (preferentemente en los tejidos del 
SRE en donde se localizan los macrófagos). 
Cuando se administró la misma dosis de AmB poliagregada (5 mg/kg) en perros sanos y 
en perros infectados por Leishmania, se observaron mayores concentraciones 
plasmáticas de fármaco en aquellos perros que estaban enfermos. Este hecho podría 
relacionarse con la menor actividad fagocítica descrita en macrófagos infectados por 
Leishmania, lo que explicaría que el fármaco permaneciese en plasma en mayor 
proporción. No obstante, este hecho también podría ser consecuencia de una mayor 
eliminación de AmB desde los tejidos (bazo e hígado principalmente) que se encuentran 
inflamados por la enfermedad o incluso, podría ocurrir que el fármaco interaccionase 
con el ergosterol de la membrana de parásitos que estuviesen circulando en sangre en el 
momento de la administración IV. 
Una característica importante de la AmB es su alta unión a proteínas plasmáticas (95-
99%). Este factor juega un papel clave en el perfil farmacocinético del fármaco. Al 
administrar dosis superiores de AmB poliagregada (10 en vez de 5 mg/kg), se observó 
un aumento de las concentraciones plasmáticas, sin embargo, no fue proporcional al 
incremento de la dosis administrada. La mayor dosis administrada de AmB podría 
producir una saturación de las proteínas plasmáticas, dando lugar a un excedente de 
fármaco que sería eliminado más rápidamente del torrente sanguíneo.  Por otro lado, si  





(medetomidina) con alta unión a proteínas plasmáticas, se puede producir una 
interacción en la distribución de ambos fármacos que competirían por la unión a las 
proteínas plasmáticas, razón que explicaría la disminución de las concentraciones 
plasmáticas de AmB poliagregada además de la sinergia en la aparición de ciertos 
efectos adversos producidos tales como la hipotensión, que llega a prolongarse hasta 4 – 
5 h tras la administración del fármaco. Sin embargo, si la AmB poliagregada está 
encapsulada en microesferas de albúmina, no se observa dicha interacción cuando se co-
administra con un anestésico, ya que el fármaco no tiene que competir por la unión a 
proteínas plasmáticas, puesto que se encuentra unido a la albúmina de las microesferas. 
En conclusión, la AmB poliagregada bien libre o encapsulada en microesferas de 
albúmina ha demostrado tener un favorable comportamiento en términos de toxicidad 
hemolítica, presentando mínima toxicidad sobre glóbulos rojos y un adecuado perfil 
farmacocinético, especialmente a la hora de tratar enfermedades como la leishmaniasis 
donde es necesario vectorizar el fármaco a los órganos del SRE (hígado y bazo). En 
comparación con el AmBisome
®
, la AmB poliagregada se puede administrar en dosis 
elevadas (de hasta 10 mg/kg sin mostrar síntomas de toxicidad) además de ser una 
formulación donde la relación coste-eficacia mantiene un nivel aceptable. 















A novel formulation of solubilised amphotericin B designed for ophthalmic use 
 






































































The retention of AmB in filtration membranes of 0.22 µm, (Minisart NML® Sartorius) 
was of approximately 15% and it was compensated weighting an excess of AmB. 
Antifungal activity measurement  
Antifungal activity of the new and the reference formulations were tested against 
Candida albicans CECT 1394 by agar diffusion assay (European Pharmacopoeia, 
2009). Briefly, Mueller Hinton Agar (MHA) supplemented with glucose (2% w/v) and 
0.5 µg/mL methylene blue was sterilized by autoclaving, allowed to cool to 55 ºC, and 
then inoculated with 3 ml per liter of a C. albicans CECT 1394 solution adjusted to 600 
nm 0.1 absorbance.  
Reference AmB solutions were prepared by dissolution in dimethyl sulfoxide at 
concentrations of 15.4, 38.4, 96, 240 and 600 µg/mL. Eye drop formulation (AmB-
Cyclodextrin) was diluted to a final AmB concentration of 96 µg/mL. Paper discs were 
impregnated with 20 µL of each reference and test formulations and allowed to dry 
during 15 minutes at room temperature. Then discs were placed on Petri dishes with the 
inoculated MHA medium. Petri dishes were kept at 5ºC for 4 hours and then incubated 
at 30ºC for 48 hours. After the incubation, antifungal activity was measured by 
comparison of the formulation inhibition halo diameter with the halos produced by the 
reference solutions. See figure 1 as an example. 
 
Figure 1. Inhibition halo obtained with the different formulations in the microbiological assay. S3: 
reference AmB solubilized in dimethyl sulfoxide at 96 µg/mL; D: Fungizone
® 
diluted to 96 µg/mL; 
A and B: AmB-Cyclodextrin formulation diluted to 96 µg/mL. 




Resumen de los objetivos y discusión de los resultados 
El objetivo de este trabajo fue desarrollar una formulación de AmB que reuniese las 
características adecuadas para ser administrada por vía ocular, sea de fácil preparación y 
estable durante un periodo de al menos 30 días. Normalmente para el tratamiento de 
infecciones oculares graves, se prepara en los servicios de farmacia hospitalaria y/o 
comunitaria un colirio a partir de Fungizona
®
, que presenta ciertas limitaciones tales 
como irritación local por el desoxicolato sódico (excipiente de la formulación) o baja 
estabilidad.  
Se preparó un complejo formado por AmB y γ-CD (excipiente aprobado para 
administración ocular) y se evaluó su estabilidad durante un periodo de 30 días. Se 
estudió la influencia de diversos factores tales como la proporción empleada de AmB: 
γ-CD, la temperatura de almacenamiento del colirio, el medio utilizado para la 
preparación de la formulación y la incorporación de un agente bacteriostático 
(Timerosal
®
). Para evaluar la estabilidad de la formulación se determinaron ciertos 
parámetros críticos en formulaciones destinadas a la vía ocular como la esterilidad, el 
pH, la osmolaridad y el tamaño de partícula, además de otros factores claves en 
cualquier formulación como el contenido de principio activo y la eficacia (actividad 
antifúngica in vitro). 
Las conclusiones obtenidas de este estudio son las siguientes: 
En primer lugar, el empleo de γ-CD como excipiente permite solubilizar la AmB en 
forma monomérica, obteniéndose una solución que puede ser esterilizada por filtración 
(0.22 µm), a diferencia de la Fungizona
®
 en donde la AmB se encuentra en estado 
dimérico. La incorporación de un agente bacteriostático en la formulación (Timerosal
®
) 
demostró ser efectivo a la hora de mantener la esterilidad del colirio en uso durante al 
menos 30 días a temperatura ambiente (22 ± 4 °C). 
En segundo lugar, la actividad antifúngica in vitro del complejo AmB: γ-CD  resultó ser 
un 35% mayor que la formulación de referencia (Fungizona
®
 reconstituida en medio 
glucosado). Además, la actividad antifúngica se mantuvo constante durante 30 días 
cuando la formulación se almacenó entre 2 – 8 °C, pero también cuando se mantuvo a 





En tercer lugar, debido a la baja solubilidad de la AmB en medios acuosos, ésta tiende a 
agregarse dando lugar a partículas de gran tamaño que pueden limitar su aplicación por 
vía ocular produciendo una sensación de molestia al paciente, especialmente cuando el 
tamaño de los agregados es superior a 5 – 10 µm.  El complejo AmB: γ-CD  permite 
prevenir o retrasar la agregación de la AmB en medios acuosos en comparación con la 
formulación de referencia. Sin embargo, si la formulación contiene una concentración 
de γ-CD superior o igual al 12.5%, el proceso de agregación se acentúa drásticamente, 
limitando su uso. La temperatura de almacenamiento también juega un papel 
importante, de hecho, a bajas temperaturas (2 – 8 °C), la estabilidad física de la 
formulación se ve reducida, ya que el tamaño de partícula de los agregados formados es 
mayor que a temperatura ambiente (22 ± 4 °C). El proceso de agregación entre 2 – 8 °C 
es más marcado cuando el medio empleado es suero salino al 0.9% en vez de suero 
glucosado al 5%, probablemente como consecuencia de una interacción con el principio 
activo que favorece la precipitación del fármaco. 
También hay que destacar que la γ-CD evita o retrasa la degradación de la AmB en 
medios acuosos, siendo la estabilidad química del complejo AmB: γ-CD  superior a la 
formulación de referencia. El almacenamiento de la formulación a bajas temperaturas (2 
– 8 °C) aunque induce la agregación, disminuye la degradación de la AmB.  
En conclusión, el complejo AmB: γ-CD (en la proporción de 0.1% AmB, 10% γ-CD y 
0.005% Timerosal
®
) a temperatura ambiente, podría ser una óptima formulación para el 
tratamiento de infecciones fúngicas oculares ya que presenta mayor actividad 
antifúngica que la Fungizona
®
, es económica, fácil de preparar, reúne las características 
adecuadas para ser usada a nivel ocular tales como pH 7.4, aceptable osmolaridad (212 
mOsm/L), esterilidad y estabilidad físico-química durante al menos 30 días. 















Oral particle translocation to lung, liver and spleen confers oral amphotericin B 
activity in visceral leishmaniasis 
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Amphotericin B (AmB) is one of the drugs of choice for the treatment of visceral 
leishmaniasis which is fatal if left untreated. Its use is limited by its nephrotoxicity and 
parenteral administration which obliges to prolonged hospitalization and suspension of 
the treatment especially in the developing countries where there is a higher prevalence 
of the disease. Thus, an oral therapy of AmB can expand the access for treatment. 
However, the oral absorption of AmB is very limited due to its poor solubility and oral 
permeability. We have designed a nanomedicine from chitosan amphiphile able to 
deliver orally the AmB in enough concentration to elicit its pharmacological effect. The 
nanomedicine significantly enhanced the oral absorption of the AmB (oral 
bioavalability of 24.7%) resulting in 98.9% ± 1.2% and 92.1% ± 7.5% suppression of 
parasite replication in liver and spleen respectively. It can be considered a safer 
formulation because the AmB levels reached in liver, spleen and lungs were higher with 
respect to kidney concentration obtaining a favourable risk- benefit ratio. Moreover, we 
have shown that the AmB nanomedicine enables the oral absorption of the drug not 
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AmB is one of the most effective antifungal drugs used for the treatment of life-
threatening fungal systemic infections such as candidiasis or aspergillosis [1]. Its use in 
clinical practice has been widely expanded because of the increase of opportunistic 
fungal infections especially in immunocompromised patients such as transplant 
recipients, patients with AIDS or undergoing immunosuppressive chemotherapy [2, 3]. 
Also AmB is indicated for the treatment of visceral leishmaniasis due to its very high 
cure rate and few reports of resistance [4, 5]. This involves an important advantage in 
the therapeutic arsenal against leishmaniasis taking into account the increasing 
resistance to antimonial drugs such as sodium stibogluconate and meglumine 
antimoniate [5]. Although AmB remains the drug of choice [5, 6], its usefulness is 
limited mainly by its nephrotoxicity and infusion-related side effects such as infection 
of the indwelling catheter, thrombophlebitis, fever, chills, nausea, vomiting, headache, 
haemolysis and bone pain [7, 8]. Reduction of AmB nephrotoxicity has been achieved 
by utilising lipid-based formulations such as liposomes (AmBisome
®
), lipid complexes 
(Abelcet
®




) [8]. However, all 
these marketed AmB formulations still require parenteral administration and 
hospitalization which hampers the access to treatment especially in the developing 
countries. Therefore, the development of an oral formulation of AmB is appealing for 
improving patient compliance and reducing infusion-related side effects as a high peak 
concentration of AmB would not be reached in systemic circulation which is related to 
toxicity. 
To date, oral formulations of AmB are intended for treating infections localised in the 
oral cavity and the gastrointestinal tract or as a prophylactic agent especially when the 
risk of systemic exposure is high [9]. However, formulating AmB as an oral medicine 
for the treatment of systemic fungal and parasitic infections remains still a challenge 
because of its poor oral bioavailability [10]. Since the fifties, multiple attempts to 
deliver orally AmB (many of them based on dosing large amounts of the drug) have 
been carried out without great success [11-13]. Its zwitterionic and amphiphilic nature 
associated with the asymmetrical distribution of its hydrophilic and hydrophobic groups 
contributes to both its low aqueous solubility at physiological pH (< 1 mg L
-1
) and low 





Classification System class IV drug [8, 14-16]. Moreover, the oral bioavailability of the 
AmB is limited by degradation in the acidic gastric milieu [17]. 
Over the last decade, the development of an oral formulation of AmB has been largely 
boosted as an attempt to allow fungal and antileishmanial treatment to reach developing 
countries. Many different oral formulations such as lipid based systems, 
nanosuspensions, nanoparticles, bile salts based formulations, carbon nanotubes and 
cochleates have been trialed [16-34]. Although there has been a substantial 
improvement, very few systems have progressed as oral AmB formulations beyond the 
proof-of-concept stage to clinical trials. However, there is a significant clinical need to 
treat visceral leishmaniasis imposed by an infection rate close to one person per minute 
and high mortality associated with untreated disease [35] necessitating more effective 
oral formulations to be developed. 
The hypothesis underpinning this work was to develop a quaternary ammonium 
palmitoyl glycol chitosan (GCPQ) nanomedicine of AmB able to protect AmB in the 
acid environment of the stomach and able to increase its solubility within the intestinal 
lumen while being able to permeate across the intestinal mucosa in adequate amounts 
able to halt the proliferation of the parasite in clinical relevant tissues. GCPQ 
amphiphiles form highly stable nanoparticles encapsulating low soluble drugs able to 
promote increased dissolution in the intestinal lumen and enhanced their passive 
diffusion and oral permeability by allowing adherence of the nanoparticles to the 
unstirred layer enjoying a prolonged residence time within the absorptive upper 
gastrointestinal tract [36]. GCPQ nanoparticles have also afforded protection from acid 
denaturation of peptides in the acid pH and gastrointestinal enzymatic degradation [37].  
To test the hypothesis, the oral absorption and biodistribution of the AmB following 
single or multiple oral administrations of the nanoparticles were assessed. The 
percentage of dose recovery and the oral bioavailability of the AmB were determined. 
AmB concentration levels were quantified in plasma and in major target organs such as 
spleen, liver, lung, bone marrow and brain, as reduction in parasite load in these organs 
correlates to AmB clinical efficacy. Additionally other targeted organs where AmB 
toxicity is manifested such as kidneys were also analysed. Anti-leishmanial activity in 
infected mice with L. infantum (which is responsible for one of the most lethal form of 
the disease: visceral lesihmaniasis [38]) was also assessed in order to correlate with the 
increase in oral bioavailability of AmB. 
 




2. Materials and methods 
2.1. Materials 
AmB was supplied by Azelis (Barcelona, Spain). AmBisome
® 
was purchased from 
Gilead Sciences S.L. (Madrid, Spain). All reagents and chemicals used without further 
purification were obtained from Sigma Aldrich Chemical Co (Poole, UK or Madrid, 
Spain) and solvents (HPLC grade) and acids from Fisher Scientific (Loughborough, 
UK) or VWR (Lutterworth, UK) unless otherwise stated. Visking dialysis membranes 
were obtained from Medicell International Ltd. (London, UK). Methanol-d6 was 
purchased from Cambridge Isotope Laboratories, Inc (Cheshire, UK).Sodium 
deoxycholate was supplied by Fluka Chemie AG (Buchs, Switzerland) and dibasic 
sodium phosphate and monobasic sodium phosphate were purchased from Panreac S.A. 
(Barcelona, Spain). 
2.2. Polymer synthesis and characterization 
GCPQ was synthesized as previously described with modifications [36, 39, 40]. Briefly, 
acid degradation of glycol chitosan (GC) was carried out dissolving GC (5 g) in 
hydrochloric acid (4 M, 380 mL) at 50 ºC for 24 h. The purification of the product was 
performed by exhaustive dialysis (MWCO = 3500 Da) against water over 24 h. After 
dialysis, the product was lyophilised obtaining 2.57 g of a cream-colored cotton-like 
solid (GC24). GC24 (2.57 g) and sodium bicarbonate (1.93 g) were dissolved in 515 mL 
of ethanol: water (1:3.167). Palmitic acid N-hydroxysuccinimide (4.07 g) was dissolved 
in ethanol (772 mL) and then was added dropwise into the GC24 solution mixture with 
continuous stirring for 72 h protected from light. Afterwards, ethanol was removed by 
evaporation and the remaining aqueous phase was extracted with diethyl ether (x 3) 
followed by exhaustive dialysis (MWCO = 12000 Da) against water over 24 hours. 
After dialysis, the product was freeze-dried resulting in 4.67 g of white cotton-like solid 
(PGC). PGC (4.67 g) was dispersed in N-methyl-2-pyrrolidone (392 mL) for 1 h at 
room temperature. Sodium hydroxide (625.4 mg), sodium iodide (696.9 mg) and methyl 
iodide (7.819 mL or 17.82 g) were added and the reaction mixture was left stirring at 
36
o
C under nitrogen flow for 3 h. Then, diethyl ether was added to the reaction mixture 
to precipitate GCPQ. The resulting solid was dispersed in water and dialysed (MWCO 
7000 Da) exhaustively against water over 24 hours. After that, the quaternary 





previously packed and washed firstly with hydrochloric acid (1 M) and then with water 
until being achieving a neutral pH. After passing through the column, the clear eluate 
(GCPQ24) was lyophilised resulting in a light brown fibrous solid (2.43 g). 
Nuclear Magnetic Resonance (NMR). 
1
H NMR was carried out as previously 
described [39, 40]. 
1
H NMR experiments were performed on a Bruker AMX 400 MHz 
spectrometer (Bruker Instruments, Coventry, UK). GCPQ24 (3 mg) was analyzed in 
deuterated methanol (0.6 mL). To determine the level of palmitoylation, it was 
compared the ratio between palmitoyl methyl protons (δ= 1.30-1.40) and sugar 
methine/methylene protons (δ= 3.5-4.5). The level of quaternization was calculated 
based on the ratio of quaternary ammonium methyl protons (δ= 3.4) to sugar 
methine/methylene protons (δ= 3.5-4.5). The Hydrophobicity Index was calculated 
based on the ratio between palmitoylation (mole %) and quaternary ammonium groups 
(% mole). 
Gel Permeation Chromatography- Multiangle Laser Light Scattering (GCP-
MALLS). The molecular weights of GC24 and GCPQ24 were determined as previously 
described [36, 41] using a Wyatt gel permeation chromatography-multi-angle light 
scattering instrument equipped with Dawn Heleos II MALLS detector (λ = 658 nm), 
Optilab rEX interferometric refractometer (λ = 658 nm) and quasielastic light scattering 
(QELS) detectors (Wyatt technology Corporation, Santa Barbara, CA, USA). 
Fourier-Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR). The infrared absorption 
spectra was recorded as previously described [37] by using a Perkin-Elmer Spectrum 
100 FTIR spectrometer equipped with a Universal Attenuated Total Reflectance 
accessory and a zinc selenide crystal (4000-650 cm
-1
) and Spectrum FTIR software. 
Transmission Electron Microscopy (TEM). TEM was performed using a FEI CM120 
BioTwin transmission electron microscope (Philips, Eindoven, The Netherlands) 
operating at 120 KV. AMT digital camera was used to capture the images.  A drop of 
sample was placed onto a Formvar/carbon coated grid, blotting off the excess sample 
with Whatman No. 1 filter paper. Samples were negatively stained with 1% w/v uranyl 
acetate aqueous solution. 
Photon Correlation Spectroscopy (PCS). Particle size was measured by PCS on a 
Malvern Zetasizer 3000 HSA (Malvern Instruments, Malvern, UK) at 25 °C, a 




wavelength of 633 nm and a detection angle of 90°. Mean size (nm) was determined 
based on size distribution in volume. 
2.3. Preparation and characterization of AmB-GCPQ particles 
Preparation. AmB was dissolved at a concentration of 4 mg mL
-1
 in sodium hydroxide 
(0.02 N) at pH 12 in order to obtain a clear orange solution. Addition of GCPQ24 (20 
mg mL
-1
) to the above solution resulted in a yellow clear suspension (pH 5). The AmB-
GCPQ24 suspension was centrifuged for 30 min at 13000 rpm (MSE Microcentaur) and 
the supernatant was collected. The AmB-GCPQ24 formulation was diluted with 
deionized water in order to achieve a final AmB concentration of 1 mg mL
-1.
 
Isocratic HPLC Quantification of AmB. AmB formulation was further diluted in 
methanol (to 1 μg mL-1) before HPLC analysis. A validated analytical method utilising 
an Agilent 1200 series HPLC was used [42]. Briefly, AmB was isocratically eluted 
using a Thermo Hypersil BDS C18 reverse-phase column (200 × 4.6 mm, 5 μm) and a 
mobile phase consisted of an acetonitrile–acetic acid–water (52:4.3:43.7, v/v/v) with a 
flow rate of 1 mL min
-1
. Absorbance was monitored at 406 nm, and the injection 
volume was set at 40 µL. The retention time of AmB was 6.9 min and a linear 
regression calibration curve was obtained between 0.05 to 50 μg mL-1 (y=12.424x 
+1.0095; R
2
 = 1).  
PCS, FTIR and TEM. Measurements were performed as previously described. 
2.4. Pharmacokinetic studies in murine model 
Animals. Male mice (4 - 5 week old, 19 – 25 g) were allocated in plastic cages in 
controlled laboratory animal conditions with ambient temperature and humidity 
maintained at ~ 22 °C and 60% with a 12 h light and dark cycle. Animals were 
acclimatized for 5 - 7 days prior to experiments, within the School of Pharmacy Animal 
House. Food and water were available ad libitum. All experiments were performed 
under a UK Home Office Animal License and in accordance with local ethics 
committee rules. 
Single dose oral administration of AmB formulations. CD-1 mice were randomly 
split into groups of four and were fasted overnight previous AmB administration by oral 
gavage. Three different formulations of AmB were administered at the dose of 5 mg kg
-
1
 at the concentration of 1 mg mL
-1
: (i) AmB-GCPQ24 (1:5 g g
-1





(AmB:sodium deoxycholate, 1:0.82 g g
-1
) which was prepared as previously described 
[43]  and (iii) AmB in 5% dextrose. Mice were sacrificed at different time points (0.5, 2, 
4, 8, and 24 h) and blood and other organs (liver, spleen, brain, lungs, kidneys, bladder 
and gallbladder) were harvested. Plasma which was separated by centrifugation at 4500 
rpm, 15 min at 4 °C and all tissues were stored at – 20 °C until analyses was performed. 
Multiple dose oral administration of AmB-GCPQ24 formulation. CD-1 mice were 
randomly divided into two groups (n = 3): oral gavages of AmB-GCPQ24 (1:5 g g
-1
) 
were administered at the dose of 5 mg kg
-1
 at the concentration of 1 mg mL
-1
 for 5 days 
either twice daily (Group A) or once a day (Group B). Mice were sacrificed either 12 h 
(Group A) or 24 h (Group B) following the last administration of AmB-GCPQ24. Blood 
and tissues (brain, liver, spleen, lungs, kidneys, bone marrow, bladder and gallbladder) 
were collected and stored as described above. 
Intravenous (iv) administration of AmB-GCPQ24 formulation. Groups of three 
male balb/c mice were intravenously administered freshly filtered (0.2 µm) AmB-
GCPQ24 formulation (1:5 g g
-1
) at the dose of 1 mg kg
-1
. The formulation was 
previously diluted to 0.25 mg mL
-1
 with a mixture (1:1) of sodium chloride (0.9% w/v) 
and dextrose (5% w/v). At various time intervals, animals were killed (5 min, 30 min, 2 
h, 4 h, 8 h, and 24 h) and blood was sampled. Plasma was separated and stored as 
described above.  
AmB extraction. Plasma samples (100 μL) were spiked with meloxicam (Fagrón S.L., 
Madrid, Spain) as internal standard (IS) at a final concentration of 20 μg mL-1. 
Extraction was carried out with methanol (300 μL). After vortexing, the mixture was 
centrifuged (10000 rpm, 10 min) and the supernatant was evaporated under a stream of 
nitrogen. The samples were reconstituted with methanol (100 μL) and then were 
centrifuged (10000 rpm, 5 min). The supernatants were analysed by the isocratic HPLC 
method previously described. 
Tissue samples (brain, liver, spleen, lungs, kidneys and bone marrow) were spiked with 
meloxicam as previously described for plasma samples. Then, AmB was extracted with 
a sodium hydroxide (0.02 N) solution at pH 12. Different ratios (tissue: sodium 
hydroxide solution, g mL
-1
) were used depending on the tissue which was extracted (1:2 
for brain and liver, 1:4 for kidneys, 1:10 for lungs, spleen and bone marrow). Two 
extractions were carried out with methanol (2 mL x 2). In every extraction, the mixture 
was vortexed and then centrifuged (9000 rpm, 20 min, 4°C). The supernatant (2 mL x 2) 
was collected and then evaporated under a stream of nitrogen. The samples were 




reconstituted with 200 µL of a mixture 1:1 consisted of methanol:mobile phase 
(acetonitrile–acetic acid–water (52:4.3:43.7, v/v/v)). Once again, the reconstituted 
sample was centrifuged (13000 rpm, 5 min) prior to injection in the HPLC. A gradient 
HPLC method was developed in order to obtain a better separation between the AmB 
peak and other peaks from the biological samples (liver, spleen, kidneys, lungs, bone 
marrow, brain, urine and bile). However, plasma samples were analysed by the isocratic 
HPLC method because AmB peak exhibited a good resolution and it is a faster method 
than gradient analysis. 
Urine was obtained after centrifuging bladder samples at 13000 rpm for 5 min. Urine 
samples (10 µL) were spiked with meloxicam (10 µL) and then it was added 80 µL of 
methanol. Similarly, bile samples were analyzed (gallbladder samples were spiked with 
10 µL of meloxicam and then 100 µL of methanol was added). After vortexing, samples 
were centrifuged (13000 rpm, 10 min) and the supernatants were analyzed by a gradient 
HPLC method. 
Gradient HPLC Quantification of AmB. An HPLC gradient method utilising an 
Agilent 1200 series HPLC was developed to analyse tissue samples. The samples (40 
µL) were injected through a Thermo Hypersil BDS C18 reverse-phase column (200 × 
4.6 mm, 5 μm) maintained at 40°C, at a flow rate of 1.2 mL min-1. The mobile phase 
was consisted of 0.02 % trifluoroacetic acid in water (line A) and acetonitrile (line B). 
The gradient method expressed as time (min): line B (%) was the following one: 0:10, 
5:10, 15:59, 22:66, 28:90, 33:10. Amphotericin B and meloxicam were detected at a 
wavelength of 406 nm and had a retention time of 16.0 and 16.6 min respectively. AmB 
concentrations were calculated from linear regression calibration curves from peak 
height ratio AmB/IS. 
2.5. Oral pharmacokinetic studies in beagles 
Animals. Animals were housed according to the standards of the committee of animal 
Welfare, fed daily, and allowed free access to water throughout the study. Animal group 
was consisted of four male (weight between 15 to 19 kg) and one female (15 kg) 
healthy beagles approximately 4 years of age. All experiments were approved and 
performed in accordance with local ethics committee rules (University Cardenal 





Single dose oral administration of AmB formulations. Beagles were randomly 
assigned to receive orally either AmB-GCPQ24 formulation (n=3) or AmBisome
®
 
(n=2) at 4 mg kg
-1
 of body weight. Prior to administration, AmBisome
®
 was 
reconstituted with 5% glucose at a final concentration of 4 mg mL
-1
. AMB-GCPQ24 
was prepared as previously described at a final AmB concentration of 4 mg mL
-1
. After 
oral administration, blood sampling was carried out at the following time points: time 
zero (predose), 15 min, 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 h and 48 h. Plasma 
was separated by centrifugation and then stored at -20 ºC until assayed. 
Extraction of AmB. Plasma samples (250 μL) were spiked with meloxicam at a final 
concentration of 10 μg mL-1. Two extractions were carried out with methanol (750 μL x 
2) and at third one with acetonitrile (750 μL). After every extraction, the mixture was 
vortexed and centrifuged at 9000 rpm, 10 min, 4°C. The supernatants collected (750 μL 
x 3) were evaporated off in a concentrator (Savant, SpeedVac
®
) at 30°C. Samples were 
reconstituted with 250 μL of a mixture 1:1 consisted of methanol:mobile phase 
(acetonitrile–acetic acid–water (52:4.3:43.7, v/v/v)). The reconstituted samples were 
centrifuged (9000 rpm, 5 min) and then the supernatants were analysed by the isocratic 
HPLC method previously described.  
2.6. Animal infection model and anti-leishmanial in vivo assay 
Animals. Balb/c male inbred mice of 6-8 weeks of age were purchased form Harlan 
Iberica S.A. (Barcelona, Spain) and were allocated according to the standards of the 
committee of animal Welfare in plastic cages in the House Unit of the Complutense 
University in controlled laboratory animal conditions (22 °C ambient temperature, 60% 
humidity and 12 h light and dark cycle). Food and water were available ad libitum. All 
experiments were approved by the Complutense University Institutional Animal Care 
and Ethics Committee. 
Preparation of Leishmania infantum parasites for experimental infection. The 
preparation of the parasites and the experimental infection were performed as 
previously described [44]. Briefly, L. infantum amastigotes (CNB150) were harvested 
from spleens of infected hamsters and cultured in NNN medium suplemented with 
penicillin (200 IU) and streptomycin (2 mg mL
-1
) for 2 days up to the time of 
transformation into promastigotes. Afterwards, they were transferred to C-199 medium 
supplemented with 10 mM adenine (1%) in 50 mM Hepes, 0.25% hemin in 50% 




triethanolamine, 0.348 g/ L
-1
 sodium bicarbonate, 25 mM Hepes, 20% heat-inactivated 
foetal bovine serum (FBS), 100 µg mL
-1 
penicillin and 100 µg mL
-1
 streptomycin, at pH 
7.2. Under these conditions, the resistance to complement lysis was determined to 
quantify the maximum number of metacyclic forms which was achieved at day 7. After 
7 days (stationary phase), from the primary culture, promastigotes were harvested by 
centrifugation (2000 x g for 15 min). Finally, they were washed with phosphate buffer 
saline (PBS) at pH 7.2 and then resuspended in PBS. Promastigotes were counted using 
a Neubauer haemocytometer to provide the appropriate number of promastigotes per 
inoculum. Each mouse was infected with 10
7
promastigotes by intracardiac route. 
Anti-Leishmania in vivo assay. Balb/c mice (20-25 g) were randomly split into five 
groups of eight animals. Treatment was started on day 24 post-infection. Group A 
received intraperitoneal AmBisome
®
 at a single dose of 5 mg kg
-1 
body weight. Prior to 
administration, AmBisome
® 
was reconstituted with water for injection up to 4 mg mL
-1
 
and then further diluted with glucose 5% administering a final volume of 0.2 mL. Group 
B received orally using oral catheters AmB:GCPQ24  formulation (AmB:GCPQ24, 1:5) 
at 5 mg kg
-1 
body weight daily for five consecutive days. Group C was kept as untreated 
control for groups A and B. Group D was treated orally with the same formulation as 
group B (AmB-GCPQ24) at 5 mg kg
-1
 body weight daily for ten consecutive days. 
Group E was kept as untreated control for group D. Animals were sacrificed on day 31 
(groups A, B and C) or day 36 (groups D and E) post- infection. Several minutes before 
animals were killed, blood samples were obtained to quantify AmB levels. Spleen and 
liver from each animal were aseptically removed and weighted to quantify the parasite 
burdens while kidneys were harvested to assess the accumulation of AmB in this tissue. 
Plasma was separated by centrifugation and then both plasma and kidneys were stored 
at -20 ºC until assayed. 
Estimation of parasite burden. Estimation of parasite burden was quantified by the 
limit dilution assay as described previously [45, 46]. Briefly, spleen and liver were 
homogenised in cold PBS-glucose-EDTA solution using a steel stainless tissue grinder. 
Cell debris was removed by passage through a glass wool column. The suspension 
obtained was centrifuged at 2000 g for 15 min at 4°C. Afterwards, the supernatants 
were discarded and the pellets were collected and resuspended in C-199 medium 
supplemented as described above and then 200 µL of this suspension were transferred to 
the first well of a 96-well microtiter plate containing NNN medium supplemented with 





the next one and adding 100 µL of C-199 medium. After incubation at 28°C for 7 days, 
the plates were read, considering as one parasite cell, the last dilution at which mobile 
promastigotes could be detected. The percentage of suppression of parasite replication 
(PS) was calculated using the following equation modified from Manandhar et al. [47]: 
PS = (PC-PT) / PC x 100   (Equation 1); 
where PC is the number of parasites in the control group per tissue weight (g) and PT is 
the number of parasites after treatment per tissue weight (g). 
Quantification of AmB levels. Plasma and kidney samples were analysed as described 
above to quantify the levels of AmB in order to establish a PKPD correlation. 
2.7. Statistical analysis 
Statistical analysis were performed via one-way ANOVA Test using Minitab 15 
(Minitab Ltd, Coventry, UK) followed by Tukey’s test considering p-values < 0.05 as 
statistical significant difference. 
 
3. Results 
3.1. Polymer synthesis and characterization 
The degraded GC24 was obtained in a yield of 51.4% and was characterised by a Mw = 
7,783 Da, Mn = 6,417 Da, Mw/Mn = 1.213, dn/dc = 0.1433 ± 0.0011mL g
-1
. The final 
polymer GCPQ24 was obtained in 48.6% yield characterised by a Mw = 9,955 Da, Mn 
= 9,135 Da, Mw/Mn = 1.090, dn/dc = 0.1355 ± 0.0028 mL g-1, 16.9 mol % 
palmitoylation and 16.5 mol % quaternary ammonium groups. The Hydrophobicity 
Index (HI) was 1.02 calculated based on the ratio between palmitoylation (mole %) and 
quaternary ammonium groups (% mole). 
GCPQ24 self-assemblies in aqueous environment resulting in the formation of 
polymeric micelles with a particle size between 5 – 20 nm in diameter (Figure 1a). The 
FTIR spectrum of GCPQ is shown in figure 2. It was characterised by bands (cm-
1
) at: 
3360 (N-H stretch, O-H stretch); 2923 and 2855 (-CH2, -CH3 stretch); 1741 (C=O ester 
stretch); 1650 (C=O amide stretch); 1552 (N-H amide bend); 1474 (-CH2 bend); 1408 (-
CH bend); 1381 (-CH3 bend); 1320 (C-O bend); 1239 (C-N stretch) and 1045 (C-O-C 
stretch, pyranose ring). 
 




3.2. AmB-GCPQ nanoparticles 
Our technique to produce AmB polymeric nanoparticles was based on a two-step 
strategy. Firstly, AmB was solubilised through the formation of carboxylate salts which 
were formed in alkaline aqueous media (NaOH 0.02 N). At this NaOH concentration, 
the pH was 12.2. AmB solubility is increased at alkaline pH [8]. AmB molecules 
aggregate in water at physiological pH 6-7 (as well as in 5% dextrose) forming 
polyhedric crystals which are very difficult to solubilise (Figure 1d). 
Figure 1.TEMs with negative staining of AmB and GCPQ24 formulations. (a) GCPQ24 micelles (40 
mg mL
-1





) nanoparticles in desionized water. (c) Simil Fungizone diluted with desionized water to 1 
mg mL
-1
. (d) AmB crystals (8 mg mL
-1
) in dextrose (5%, w/v). Crystals are 0.5. – 2 µm in lenght. 
Secondly, once AmB was solubilised, GCPQ was added to the formulation. AmB-
GCPQ formulation exhibited a yellowish transparent appearance and revealed three 
populations with different particle size: 25.2, 170.5 and 5610 nm (Table 1). After the 
incorporation of the GCPQ, the formulation was centrifuged to remove any aggregated 
polymer and undissolved drug. After centrifugation, the AmB content was quantified by 
HPLC resulting in levels above 90% of the initial concentration. No AmB crystal was 





of 216 and 34.7 nm (Table 1). The hydrophobicity index of the GCPQ seems to play an 
important role in the formation of solubilised AmB nanoparticles. Polymers with higher 
palmitoylation (> 25%) or lower quaternization (< 15%) were not able to solubilise 
completely the AmB resulting in formulations with translucent appearance with bigger 
particle size or aggregates above the micron. 
Table 1. Characterization of AmB formulations. Particle size is reported as volume distribution of 
the different populations and its corresponding percentage. Zeta potential values are reported as 
mean ± SD. 
Formulation Composition Appearance Size (nm - %) Zeta potential 
(mV) 
GCPQ GCPQ  (5 mg mL
-1
) Transparent 16.7 nm – 98.4% 
>500 nm – 1.6% 
+16.0 ± 0.98 






1656 nm – 72.3% 
438.9 nm – 27.7% 
-39.5 ± 3.1 
AmB-GCPQ before 
centrifugation 
AmB (1 mg mL
-1
)  





5610 nm – 4.7% 
170.5 nm - 28.3% 
25.2 nm - 67% 
+3.0 ± 0.1 
AmB-GCPQ after 
centrifugation 
AmB (1 mg mL
-1
)  





216 nm - 40.9% 
34.7 nm – 59.6% 
+3.0 ± 0.1 
Simil Fungizone AmB (1 mg mL
-1
)  














759.9 nm – 96.2% 
182.5 nm – 3.8% 
-27.7 ± 5.8 
FTIR spectrum of AmB raw material and AmB-GCPQ24 nanoparticles after freeze 
drying are shown in Figure 2. Similarly to Gagos et al. [48], the most representative 
bands (cm
-1
) in the AmB appear at: 3356 (N-H stretch, O-H stretch); 3016 (=C-H 
stretch); 2929 and 2859 (-CH2, -CH3 stretch); 1691 (C=O acid stretch); 1552 (N-H 
bend); 1408 (-CH bend); 1381 (-CH3 bend); 1319 (C-O bend); 1170 (C-O-C stretch); 
1063 (C-O alcohol stretch); 1039 (C-O-C pyranose ring stretch) and 1005 (=C-H bend). 
Related to AmB-GCPQ24 formulation the most characteristic bands (cm
-1
) were found 
at: 3360 (N-H stretch, O-H stretch); 2923 and 2853 (-CH2, -CH3 stretch); 1726 (C=O 
ester stretch); 1644 (C=O amide stretch); 1552 (N-H bend); 1468 (-CH2 bend); 1408 (-
CH bend); 1381 (-CH3 bend); 1320 (C-O bend); 1246 (C-N stretch) and 1045 (C-O-C 
stretch, pyranose ring). 
 
 




Figure 2. FTIR spectrum of AmB raw material, GCPQ24 and AmB-GCPQ24 nanoparticles after 
freeze drying. 
3.3. Oral pharmacokinetic studies in murine model 
The plasma and tissue concentration-time profiles of AmB-GCPQ24, simil Fungizone 
and AmB in dextrose following single oral administration are exhibited in Figure 3. The 
pharmacokinetic parameters determined from the concentration-time profiles are shown 
in Table 2. The results of tissue distribution following oral administration showed that 
the vast majority of the AmB was accumulated in liver, spleen and lungs (Figure 3b, 3c, 
3d). Statistical significant differences were found in the AmB levels reached with the 
AmB-GCPQ24 formulation when compared to the drug alone (at 2, 4 and 8 h in liver; at 
2, 4, 8 and 24 h in spleen; at 4 and 8 h in lungs) and the reference formulation 
Fungizone (at 2, 4, 8 and 24 h in spleen; at 4 and 8 h in lungs).  
The AmB plasma exposure was increased with the AmB-GCPQ24 formulation 
compared to AmB in dextrose. The AmB accumulation (expressed as AUC values) 
achieved in other organs such as liver, spleen and lungs was greater compared to the 
drug alone (2.6, 2 and 2.5 fold respectively) and the reference formulation Fungizone 
(1.2, 1.9 and 1.7 fold respectively) (Table 2). The nanoparticulate formulation (AmB-






Figure 3. Single dose oral administration of AmB formulations. AmB pharmacokinetics (mean 
±SD) after a single oral administration of AmB at 5 mg kg
-1
 in CD-1 mice. The formulations 
administered were: AmB in dextrose (-■-), simil Fungizone (-▲-), and AmB (5 mg kg-1)- GCPQ24 
(25 mg kg
-1
) formulation (-●- ). (a) AmB plasma levels (µg mL-1). (b) AmB concentration in liver (µg 






).  (c) AmB concentration in spleen (µg g
-1
).  (d) AmB concentration in lungs (µg g
-1
).  (e) AmB 
concentration in kidneys (µg g
-1
).  (f) AmB concentration in urine (µg mL
-1
). (g) AmB concentration 
in bile (µg g
-1
). Statistical significant differences: * = p < 0.05 AmB-GCPQ24 versus AmB in 
dextrose; # = p< 0.05 AmB-GCPQ24 versus simil Fungizone; + = p< 0.05 AmB in dextrose versus 
simil Fungizone. 
spleen and at 8 h in plasma and lungs. Fungizone exhibited similar tmax to AmB-GCPQ 
formulation. However, AmB in dextrose showed a tmax of 8 h in all the organs (plasma, 
liver, spleen and lungs) apart from kindeys where the Cmax was reached at 4 h. It is an 
interesting point that AmB in dextrose exhibits higher affinity to the kidneys more than 
any other tissue. The mechanism of action of the AmB is based on its binding to sterols 
incorporated in cellular membranes [49]. This binding is more avid to the ergosterol 
(localised in fungal cells and parasites) than cholesterol which is localised in the 
mammalian cells resulting in AmB toxicity. The AmB accumulation in kidneys (which 
leads to nephrotoxicity) is related to the fact that the lysosomal membranes of renal 
tubular cells are cholesterol–rich [50]. As seen in Figure 3, GCPQ delivers the drug 
preferentially in other organs rather than kidney. The higher the ability to solubilise the 
AmB in the gastrointestinal tract (GIT), the higher the plasma Cmax and the faster the 
onset of action reached with the different formulations. The percentage AmB dose 
recovered from tissues (liver, spleen, lungs, kidneys) and plasma at 8 hours after dosing 
AmB-GCPQ24 formulation was 2.3% which is 2-fold higher than the drug alone. The 
half-life (t1/2) of the AmB-GCPQ24 formulation was 61.3 h which can be explain by 
high tissue accumulation of AmB. 
Levels in plasma increased slowly and sustained over a period of 8 hours after oral 
administration with all the formulations (Figure 3a). AmB was recovered from the 
gallbladder where it reached a maximum concentration at 4 hours following oral 
administration in all the formulations (Figure 3g). After 4 h, AmB levels in bile 
decreased which correlates with feeding times (animals were allowed to feed 4 h post-
administration). The AmB accumulated in the bile over this period of time can be 
enterohepatically circulated into the GIT allowing for further absorption which it would 
prolong the AmB absorption over 8 h. The GCPQ enterohepatic circulation has been 
previously described by other authors.  According to Lalatsa et al. [41], it has been 
shown that GCPQ nanoparticles are circulated from the villi to the portal circulation 





GIT.  Apart from biliary clearance, AmB was excreted by the kidneys (Figure 3e). AmB 
concentration in kidneys was related to plasma levels. Minor differences were observed 
among the three formulations. Kidney levels were slightly higher with AmB-GCPQ24 
formulation at 4 h when compared to AmB in dextrose but no differences were 
observed from Fungizone.  Interestingly, AmB in dextrose exhibited the highest levels 
in kidneys 30 min after administration which it is probably indicating a faster renal 
elimination rate leading to lower accumulation in tissues. Similarly, both AmB in 
dextrose and Fungizone showed an AmB peak in urine at 2 hours after administration 
whereas AmB-GCPQ formulation displayed a more constant rate of AmB elimination 
through the urine. 
Bearing in mind that the major limiting factor of AMB is its nephrotoxicity, the ratio 
between the AmB concentration (Cmax) in different organs (liver, spleen and lung) and 
AmB concentration in kidney was calculated to assess the risk-benefit ratio of the three 
formulations (Table 2).  
Table 2. Pharmacokinetic parameters following the oral administration of AmB formulations in 
CD-1 mice. Cmax values are expressed as mean ± SD (µg mL
-1
 or µg g
-1
). AUC0-24 values are 
expressed as µg h mL
-1
 for plasma and µg h g
-1
 for tissues. Mean Ratio values were calculated based 
on the ratio between the Cmax in the corresponding organs and the Cmax in kidneys.  Key: NA- No 
applicable; BID – twice a day 
 




A positive risk-benefit ratio (>1) was only achieved in spleen and lung with AmB-
GCPQ24 formulation. As seen in Table 2, a more favourable ratio was obtained after 
following multiple administration of AmB-GCPQ formulation. This is especially 
important considering that an oral therapy with AmB would be based on multiple-
dosing regimens more than single administration to achieve the desired effect. 
The AmB tissue distribution in plasma and other multiple organs at 24 hours after single 
oral administration of AmB-GCPQ24 formulation (at 5 mg kg
-1
) was compared to the 
AmB tissue concentration at 24 hours and 12 hours following the completion of once or 
twice-daily for 5 days oral treatment course of 5 mg kg
-1
 of AmB-GCPQ24 formulation 
respectively (Figure 4). Similarly to the oral single dose administration, AmB does not 
remain in the plasma compartment and seems to be preferentially accumulated in other 
tissues.  
Figure 4. Multiple dose oral administration of AmB-GCPQ24. Comparison of AmB concentration 
in plasma and tissue distribution in multiple organs after single and multiple dose administration in 
CD-1 mice. AmB concentration at 24 hours after single oral administration of AmB-GCPQ24 
formulation (at 5 mg kg
-1
) (white); AmB concentration at 24 hours following the completion of once 
daily for 5 days oral treatment course of 5 mg kg
-1
 of AmB-GCPQ24 formulation (grey); AmB 
concentration at 12 hours following the completion of twice-daily for 5 days oral treatment course 
of 5 mg kg
-1
 of AmB-GCPQ24 (black). AmB levels in bone marrow (BM) after single oral 
administration were not quantified. Statistical significant differences: * = p < 0.05 versus oral single 






Higher AmB levels were found in lungs, spleen and liver in comparison to kidneys 
which results in a more favourable risk-benefit ratio (> 1). No statistical significant 
differences were found in the AmB excreted by urine. However, the bile clearance was 
incremented in both multidose regimens when compared to the oral single 
administration suggesting enterohepatic circulation is playing an important role in 
elimination. Interestingly, high levels of AmB were detected in the reticulo-endothelial 
system (RES) organs, not only in spleen, liver and lungs but also in bone marrow (0.98 
and 3.44 µg of AmB per g of tissue 24 or 12 hours after the last dose respectively). This 
is especially important as leishmania is an intracellular parasite found in RES cells and 
organs like spleen, liver and bone marrow [51]. In order to achieve complete 
elimination of the parasite, it is required that the drug is able to reach all the organs 
where the parasites are accumulating and reproducing. Other organs as brain seems to 
be more permeable to the AmB entrance after repeated doses (32 fold increment in the 
AmB concentration when compared AmB concentration 12 hours after administration 
of twice-daily 5 mg kg
-1
 for 5 days to AmB concentration 24 h after single dose 
administration). 
Figure 5. Oral bioavailability. Comparison of the AmB plasma concentration (mean ±SD) versus 
time profile after oral (-●-) and iv (-■-) administration of AmB-GCPQ24 formulation at the dose of 
5 and 1 mg kg
-1
 respectively.  
 




After the iv administration of AmB-GCPQ24 (Figure 5), a fast decline of the AmB 
plasma levels followed by a slower disappearance of the drug from the plasma 
compartment was observed related to increased tissue distribution as it has been 
previously reported by other authors [52, 53]. The AUC0-24 obtained after the iv 
administration of AmB-GCPQ24 at the dose of 1 mg kg
-1
 was 4.67 µg h mL
-1
. Thus, the 
oral bioavailability of the AmB calculated as (AUC0-24 oral x Dose iv / AUC0-24 iv x 
Dose oral) was 24.7%. Similar values of oral bioavailability have been reported for 
other GCPQ nanoparticles [41]. 
3.4. Oral pharmacokinetic studies in beagles 
The plasma concentration- time profile of AmB-GCPQ24 formulation and AmBisome
®
 
following single oral administration at 4 mg kg
-1
 in beagles is shown in Figure 6.  
Figure 6. Oral administration in beagles. Comparison of the AmB plasma concentration (mean 
±SD) versus time profile after a single oral administration of AmBisome
®
 (4 mg kg
-1
) (-▲-) and 
AmB (4 mg kg
-1
)- GCPQ24 (20 mg kg
-1
) formulation (-■-) in beagles.  AmB plasma concentration at 
48 hours after orally administered AmBisome
®
 was below the quantification limit of the method (15 
ng mL
-1
). Statistical significant differences: * = p < 0.05 AmB-GCPQ24 versus AmBisome
®
. 
Similar to the oral pharmacokinetics in murine model, both formulations exhibited a 
sustained absorption of the AmB over a period of 8 hours (tmax = 8 h). AmB was 
detected in plasma up to 48 hours following oral single administration of AmB-
GCPQ24 formulation unlike AmBisome
®







reached after the oral administration of AmB-GCPQ24 formulation was 1.8 fold higher 
than orally administered AmBisome
®
. The AmB-GCPQ24 formulation exhibited a 
relative oral bioavailbility (calculated as AUC0-24) of 216.3% as compared to 
AmBisome
®
 and a plasma half-life (t1/2) of 59.2 hours which is similar to the half-life 
observed in mice. Although the AmB concentration was not quantified in other tissues, 
the long plasma half-life correlates well to high AmB distribution in tissues which 
explains why there is still AmB in plasma at 48 hours post-administration. No signs of 
gastrointestinal toxicity (vomiting or diarrhoea) or other signs of acute toxicity were 
observed during the experiment. 
3.5. Antileishmania in vivo activity 
The antileismanial activity of orally administered AmB-GCPQ24 formulation in L. 
infantum-infected Balb/c mice is shown in Figure 7.   
 
Figure 7. Antileismanial activity of oral AmB-GCPQ24 formulation in L. infantum-infected Balb/c 
mice. Animals were infected and treated as described above. All treatments started 24 days post-
infection. Groups of animals (n = 8) received intraperitoneally AmBisome
®
 at a single dose of 5 mg 
kg
-1 
body weight or orally AmB-GCPQ24 formulation at 5 mg kg
-1
 once-daily for 10 consecutive 
days. The parasitic burden was estimated by the limit dilution assay as previously described. The 
percentage of suppression of parasite replication (PS) in liver (grey) and spleen (white) was derived 
from the ratio of hepatic or splenic parasite burdens calculated as PS = (PC-PT) / PC x 100 where 
PC is the number of parasites in the control group per tissue weight (g) and PT is the number of 
parasites after treatment per tissue weight (g). Data are expressed as mean ± SD. Statistical 
significant differences (p < 0.05) were not found between both regimens. 
 






 is considered as the gold standard in the therapy of visceral leishmaniasis 
[6] and this is why it was used as a control in pharmacodynamic experiments. 
AmBisome
®
 resulted in hepatic and splenic inhibition of parasite replication of 99.8% ± 
0.2% and 95.2% ± 3.6% respectively when it was administered intraperitoneally a 
single dose of 5 mg kg
-1
 body weight (Figure 7).  AmB-GCPQ24 formulation exhibited 
a similar potency to AmBisome
®
 when it was orally administered for 10 consecutive 
days at 5 mg kg
-1
, resulting in 98.9% ± 1.2% parasite inhibition in the liver and 92.1% ± 
7.5% parasite inhibition in the spleen, which was not statistically different to 
AmBisome
®
. However, the administration of AmB-GCPQ24 formulation only for 5 
consecutive days resulted not to be enough to reduce significantly the parasite 
replication compared to AmBisome
®
 (data no shown). 
In order to establish a PKPD correlation, AmB concentration in plasma was analysed in 
all the animals, but also AmB concentration in kidneys was determined as an indicator 
of toxicity. AmB plasma levels (expressed as mean ± SD) after a single intraperitoneal 
dose of AmBisome
®
 (at 5 mg kg
-1
), an oral dose of AmB-GCPQ24 (at 5 mg kg
-1
 daily 
for 10 consecutive days) and an oral dose of AmB-GCPQ24 (at 5 mg kg
-1
 daily for 5 
consecutive days) were: 66.6 ± 22.9 ng mL
-1
, 53.5 ± 15.9 ng mL
-1
 and 43.8 ± 20.9 ng 
mL-1 respectively. AmB concentration in the kidneys (expressed as mean ± SD) after a 
single intraperitoneal dose of AmBisome
®
 (at 5 mg kg
-1
), an oral dose of AmB-
GCPQ24 (at 5 mg kg
-1
 daily for 10 consecutive days) and an oral dose of AmB-
GCPQ24 (at 5 mg kg
-1
 daily for 5 consecutive days) were: 1443.6 ± 662.4 ng g
-1
, 578.9 
± 156.1 ng g
-1
 and 331.2 ± 101.1 ng g-1 respectively. The higher the AmB plasma levels 
were, the higher the AmB concentration in kidneys was. Plasma levels are related to 
increased nephrotoxicity and are in equilibrium with levels of AmB in distributed 
tissues and RES organs, the latter being critical for antileishmanial activity. AmB-
GCPQ24 plasma levels after 5 days of treatment were lower than after 10 days of oral 
administration which explains the lowest antileishmanial activity achieved by this 
regimen.  However, the AmB kidney levels are related to a potential risk of 
nephrotoxicity; thus, the oral AmB-GCPQ24 formulation seems to be safer because of 




The equilibrium between hydrophobic and hydrophilic forces is a critical parameter in 





percentage of quaternary ammonium groups to form the AmB-GCPQ nanoparticles, we 
hypothesised that the first interaction between AmB-GCPQ is based on an ionic 
complex formation between the quaternary ammonium groups of the GCPQ and the 
carboxylate groups of the AmB resulting in the release of NaCL and water to the media. 
Nevertheless, the hydrophobic interactions between the palmitic tails of the GCPQ and 
the conjugated doubled bonds of the AmB fuel the encapsulation of the drug into GCPQ 
nanoparticles. Areas with higher electron density can be observed as a darker ring 
around the nanoparticles (Figure 1 b) which seems to indicate that the charges are 
localised on the surface of the nanoparticles while the hydrophobic groups are oriented 
towards the core (whiter areas inside the nanoparticles). 
The FTIR signal of the carboxylate groups of the AmB at 1691 cm
-1
 disappear when 
AmB is formulated with GCPQ as well as the band correlated to C-N bond (quaternary 
ammonium group) in the GCPQ spectrum diminishes its intensity. The ionic interaction 
between both groups seems to be responsible for these changes in the FTIR spectra. 
Whereas, a covalent interaction between both groups does not seem to happen because 
the increase in the band at 1552 cm
-1
 which seems to be related to the addition of the 
signals from the amine groups δ(-NH2) of the AmB and the amide band δ(N-H) of the 
GCPQ more than the formation of new covalent amide bond. 
The single oral administration of AmB-GCPQ24 formulation enhanced the oral 
absorption of the drug when compared to the drug alone or the reference formulation 
Fungizone. As seen in Figure 1, the AmB in dextrose aggregates forming crystals which 
are presumably difficult to be dissolved during their transit along the GIT resulting in 
less oral absorption. On the contrary, oral bioavailability of AmB is greatly enhanced 
because of the encapsulation of AmB into GCPQ nanoparticles. Firstly, GCPQ enables 
AmB solubility in aqueous environments due to its amphiphilic nature and secondly, it 
improves AmB permeability (the passive diffusion of the AmB is very limited because 
of its molecular weight of 924 Da) due to its mucoadhesive properties and particle 
charge that promote its penetration through the mucus layer enabling the contact with 
between the AmB and the epithelium absorptive cells of the GIT. The particle size of 
the simil Fungizone formulation unlike AmB-GCPQ nanoparticles is larger and is 
consisted of two populations of 759.9 and 182.5 nm (representing the 96 and 4% 
respectively). Other difference between the Fungizone and AmB-GCPQ formulation is 
the particle charge (Table 1). The sodium deoxycholate used as an excipient in the 




Fungizone forms particles with negative charge on their surface; on the contrary, the 
quaternary ammonium groups of the GCPQ enables the formation of positively charged 
particles. As previously described by other authors [54-57], both particle size and 
charge play a key role in the internalization of the particles into the epithelial cells of the 
GIT resulting more efficiently uptake those neutral or positively charged nanoparticles 
with a particle size below 500 nm. In our study, both parameters seem to be critical in 
order to achieve 24.7% AmB oral bioavailability. AmB-GCPQ24 formulation compared 
to oral AmB lipid-based formulations reported by other authors [23, 26, 58] is able to 
deliver higher amount of drug into the tissues (liver, spleen and lungs) after the oral 
administration of the same dose of AmB and at the same time of analysis. 
The high peak concentration reached at 4 h in the liver seems to be related to the oral 
absorption through the portal venous system. Once the absorbed fraction of 
nanoparticles has reached the liver through the portal venous system, they will be 
distributed to other organs. However, the high peak level reached in the spleen before 4 
h may be related to a secondary absorption route through the lymphatic transport. 
GCPQ nanoparticles may enter in the lymphatic vessels through the M cells in the 
Peyer's patches and the isolated follicles of the gut-associated lymphoid tissue. From the 
lymphatic vessels, the nanoparticles would be transported through the lymph nodes to 
the blood stream avoiding the hepatic first-pass metabolism. In the lymphatic fluid, the 
nanoparticles considered as foreign particulate agents, would be removed through 
phagocytosis by the macrophages which can migrate to different tissues such as liver, 
spleen, lungs or bone marrow [59]. As it has been previously described,  AmB can be 
opsonised and cleared by the macrophages of the RES [8], which would explain the 
high levels of AmB found in the organs of the RES (spleen, liver, lungs and bone 
marrow). Because of the low drug levels detected in plasma, it seems that the organs of 
the RES act as a reservoir for the drug from where is slowly released to plasma and 
then, excreted by urine and bile. This supposes a great advantage in the treatment of 
different diseases such as leishmaniasis because the drug is accumulated at the same 
location as the parasites, which explains why the AmB-GCPQ24 formulation after oral 
administration exhibited similar potency to AmBisome
®
 against leishmania parasites. In 
addition, the AmB levels found after multiple dose oral administration in lungs and 
brain (above the MIC reported by several authors [60-63]) suggests that the oral therapy 





from leishmaniasis, such as aspergillosis or central nervous system fungal infections. 
Nevertheless, pharmacodynamic studies should be carried out to confirm this 
hypothesis. 
This is the first report about the oral absorption of AmB in dogs. We have shown that 
the AmB-GCPQ24 formulation enables the oral absorption of AmB not only in rodents 
but also in other mammalian species like dog. Interspecies scaling is necessary to 
predict pharmacokinetic parameters in humans and then, AmB-GCPQ24 formulation 
seems to be a good candidate for the development of an oral AmB therapy. Several 
differences were found when it was compared the plasma concentration –time profile 
between dogs (Figure 6) and mice (Figure 3a). The Cmax value after oral single 
administration of AmB-GCPQ24 was lower in beagles than in mice. We hypothesize 
that this fact could be related to a combination of factors such as the stomach pH and 
the bile flow. The lower stomach pH in fasted dogs (pH = 2.03 ± 0.59) [64] compared to 
fasted mice (pH= 4.04 ± 0.2) [65] can be responsible for a faster degradation of the 
AmB in the stomach resulting in less drug available to be absorbed during its transit 
through the intestine. Regarding the biliary secretion patterns, dogs have a reduced bile 








) [66] which can be 
related to a lower solubilisation of the drug in the intestine leading to less absorption. 
The effect on oral AmB absorption of the Peyer’s patches could be another difference 
between mice and dogs. It has been reported a total of 26-39 Peyer’s patches distributed 
along the entire small intestine in dogs and between 6-12 Peyer’s patches in mice [65, 
67]. There is a combination of enterocytes and M cells in the epithelium that covers the 
domes of the Peyer’s patches [67] and then, the transport of the AmB across M cells and 
Peyer’s patches into lymphatics may be increased in dogs resulting in higher 
accumulation in the macrophages of RES. Other difference observed between AmB 
pharmacokinetics was the faster decrease in AmB plasma concentration from 8 to 24 h 
in mice (38.8%) compared to dogs (6.7%). This fact can be related to the faster 










To summarize, we have designed a nanomedicine from amphiphilic chitosan able to 
deliver orally AmB in enough concentration to elicit its pharmacological effect. AmB-
GCPQ24 has an oral bioavailability of 24.7% reaching a high concentration of AmB in 




the RES organs and cells. An oral therapy for 10 consecutive days at 5 mg kg
-1
 of AmB-
GCPQ24 exhibited a similar potency to AmBisome
®
 against leishmania parasites in 
liver and spleen. The high activity linked with a low toxicity (lower AmB concentration 
in kidneys) results in an effective and safe oral therapy of AmB which it can expand the 
access for the treatment of visceral leishmaniasis especially in developing countries. 
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Resumen de los objetivos y discusión de los resultados 
El objetivo de este trabajo ha consistido en desarrollar una formulación con el fin de 
mejorar la biodisponibilidad oral de la AmB para alcanzar concentraciones terapéuticas 
en los órganos diana y así poder tratar infecciones sistémicas. Para ello, es necesario 
incrementar la solubilidad de la AmB en los fluidos gastrointestinales y además mejorar 
la permeabilidad a través de la barrera gastrointestinal. Con este objetivo, se utilizó un 
derivado del chitosán (Quaternary Ammonium Palmitoyl Glycol Chitosan, GCPQ), con 
carácter anfifílico, debido al glicol chitosán y a la cadena de ácido palmítico y con carga 
positiva debido al grupo de amonio cuaternario introducido en la estructura. El potencial 
de este polímero a la hora de incrementar la absorción oral de fármacos poco solubles 
en medios acuosos, se debe no solamente a su capacidad solubilizante, sino también a 
sus propiedades mucoadheisvas que permiten prolongar el tiempo de contacto del 
fármaco con las células del epitelio intestinal favoreciendo la difusión pasiva a través de 
la barrera gastrointestinal. 
Se obtuvieron nanopartículas poliméricas tras la interacción entre AmB y GCPQ. Para 
evaluar el potencial del polímero en la absorción oral del fármaco, se llevaron a cabo 
estudios farmacocinéticos para determinar la cantidad de AmB absorbida (comparando 
la formulación AmB:GCPQ frente a simil de Fungizona y AmB en dextrosa) y estudios 
farmacodinámicos (comparando la formulación AmB:GCPQ frente al AmBisome
®
) 
para determinar si las concentraciones alcanzadas tras la administración oral eran 
eficaces en un modelo murino de VL. 
Los resultados obtenidos de este trabajo fueron las siguientes: 
En primer lugar, se observó que tras la administración oral de una única dosis, el 
incremento de la concentración plásmática es relativamente lento y prolongado en el 
tiempo con valores de tmax en torno a las 8 h. Aunque, se alcanzaron mayores niveles de 
fármaco en plasma con la formulación AmB:GCPQ, la diferencia era mínima en 
comparación con las otras dos formulaciones. En cambio, al determinar la cantidad de 
fármaco acumulado en tejidos, se observó una diferencia significativa en los niveles de 
AmB alcanzados especialmente en hígado, bazo y pulmón con la formulación 
AmB:GCPQ respecto a las otras dos formulaciones. Los niveles de AmB encontrados 
en riñón se correlacionaban con los valores en plasma, existiendo mínimas diferencias 





acumulación de AmB en la bilis, probablemente indicando aclaramiento biliar y por lo 
tanto circulación enterohepática del fármaco. 
En segundo lugar, la administración de AmB:GCPQ por vía IV se caracterizó por 
presentar un rápida desaparición del plasma seguida de una lenta eliminación del 
organismo, probablemente relacionado con acumulación en tejidos. Al comparar la 
curva de concentraciones plasmáticas frente al tiempo tras la administración IV y VO, 
se obtuvo un valor de biodisponibilidad oral de 24,7%, que es similar a otros valores 
encontrados en la bibliografía usando el mismo polímero con otros fármacos poco 
solubles. 
Con el fin de alcanzar concentraciones eficaces en los tejidos, la formulación 
AmB:GCPQ fue administrada en un régimen multidosis a 5 mg/kg una o dos veces al 
día durante cinco días. Se observó un ligero incremento en los niveles plasmáticos y una 
marcada acumulación de fármaco en órganos del SRE, no solamente en hígado, bazo y 
pulmón sino también en médula ósea, lo cual puede ser potencialmente útil para el 
tratamiento de la leishmaniasis. 
Además de estudios farmacocinéticos en roedores, se comparó la biodisponibilidad oral 
en perros entre la formulación AmB:GCPQ y el AmBisome
®
. De manera similar al 
perfil farmacocinético en roedores, se observó un prolongado periodo de absorción 
coincidiendo el tmax a las 8h. Con la formulación AmB:GCPQ se detectaron niveles de 
AmB en plasma hasta 48 h tras una única administración de 4 mg/kg. La 
biodisponibilidad oral relativa de la formualción AmB:GCPQ fue 2.2 veces superior en 
comparación al AmBisome
®
. Cabe destacar que no se observó ningún síntoma de 
toxicidad aguda o gastrointestinal (tales como vómitos o diarrea) en ninguno de los 
beagles. 
Una vez demostrado que la formulación AmB:GCPQ era capaz de incrementar la 
biodisponibilidad oral del fármaco, se llevaron a cabo estudios in vivo de eficacia en un 
modelo murino de VL. Se comparó la eficacia del AmBisome
®
 (fármaco de elección en 
el tratamiento de la VL en humanos) administrado por vía parenteral con la formualción 
AmB:GCPQ administrada por vía oral a la dosis de 5 mg/kg durante 5 o 10 días. No se 
observaron diferencias significativas en el porcentaje de inhibición en la replicación de 
los parásitos (en hígado y en bazo) entre el AmBisome
®
 y la formulación administrada 




durante 10 días consecutivos. Sin embargo, se observó una menor eficacia en el grupo 
tratado solamente durante 5 días.  
Con el fin de poder establecer una correlación farmacocinética-farmacodinámica, al 
finalizar el tratamiento se cuantificaron los niveles de AmB en plasma y riñón. La 
concentración de AmB tanto en plasma como en riñón fue mayor en los animales 
tratados con AmBisome
®
, seguido por la formulación de AmB:GCPQ administrada 
durante 10 días y por último, los niveles más bajos fueron encontrados en aquellos 
animales tratados con AmB:GCPQ durante 5 días. Por lo tanto, la AmB absorbida tras 
administrar la formulación AmB:GCQP durante 5 días, parece ser insuficiente para 
alcanzar concentraciones eficaces en los órganos diana; sin embargo, la cantidad de 
fármaco absorbida tras administrar la formulación durante 10 días consecutivos es 
suficiente, ya que ha demostrado tener una eficacia similar a una dosis de AmBisome
®
 
admisnitrado por vía parenteral, con la ventaja adicional de que las concentraciones de 
AmB a nivel renal son menores en comparación con las del AmBisome
® 
y 








































































4. DISCUSIÓN FINAL 
 
El objetivo fundamental sobre el que se ha basado esta tesis doctoral ha sido el 
desarrollo de nuevas formulaciones parenterales y no parenterales de AmB que sean 
coste-efectivas y seguras para el tratamiento de infecciones fúngicas y parasitarias. Con 
esta finalidad se procedió en un primer lugar a desarrollar y caracterizar formulaciones 
parenterales de AmB poliagregada y encapsulada en microesferas de albúmina. 
El estado de agregación y el tamaño de partícula de la formulación están íntimamente 
ligados, de manera que durante el proceso de agregación de la AmB en medio acuoso, 
se forman agregados de mayor tamaño, dando lugar a un tamaño medio de partícula de 
la AmB poliagregada muy superior al de la AmB en estado dimérico. Ambos 
parámetros juegan un papel clave tanto en la distribución como en la toxicidad del 
fármaco. 
La AmB poliagregada resultó ser significativamente menos tóxica en términos de 
toxicidad hemolítica que la mayoría de las formulaciones que contenían AmB en estado 
dimérico, probablemente debido a que las partículas de mayor tamaño al presentar una 
menor superficie específica, el contacto con las membranas de los glóbulos rojos es 
menor, siendo por lo tanto menos hemolíticas. En efecto, en la primera publicación se 
acreditó que cuanto mayor es el tamaño de partícula de los agregados, menor es la 
toxicidad hemolítica. Sin embargo, al tratarse de formulaciones destinadas a la 
administración IV, el limíte superior de tamaño de partícula queda condicionado a los 5 
µm, ya que tamaños superiores a los 5 – 6 µm podrían bloquear los capilares sanguíneos 
de menor tamaño, pudiendo desencadenar embolia pulmonar en el paciente [285].  
La AmB fue encapsulada en microesferas de albúmina por ser una proteína 
biocompatible y además porque la AmB presenta una gran avidez por esta proteína. La 
AmB encapsulada resultó ser menos hemolítica que la AmB sin encapsular, ya que la 
AmB al estar unida a la albúmina de las microesferas, posiblemente el contacto con los 
glóbulos rojos sea menor. Tal vez, debido al mayor tamaño de partícula de la AmB 
poliagregada, se libera más lentamente en comparación con la AmB dimérica, 
consiguiendo un  mayor efecto protector cuando se encapsula AmB poliagregada. Una 





microesferas de albúmina, es su baja toxicidad hemolítica, siendo similar a la producida 
por el AmBisome
®
, AmB liposomal considerado como una de las formulaciones más 
seguras para administración IV.  
El tamaño de los agregados además tiene un papel clave en la distribución del fármaco 
en el organismo tras la administración IV. Por lo general, partículas con un tamaño 
inferior a los 10 nm son rápidamente eliminadas por vía renal [286]. Esta puede ser una 
de las razones por las que la Fungizona
®
 es la formulación más nefrotóxica, ya que al 
ser una dispersión micelar con un pequeño tamaño de partícula, podría ser más 
fácilmente filtrada por los riñones. Además debido a que las membranas de las células 
tubulares a nivel renal son ricas en colesterol, son más susceptibles a la toxicidad 
causada por la AmB [287]. Por lo general, partículas con un tamaño por debajo de los 
100 nm y partículas esféricas (las cuales tienen mayor tendencia a circular por el centro 
del vaso sanguíneo reduciendo así las interacciones con las células endoteliales) pueden 
circular durante más tiempo en el torrente sanguíneo [288, 289], como es el caso de la 
AmB liposomal, caracterizada por presentar un amplio AUC y un mínimo Vd. Por el 
contrario, partículas administradas por vía IV con una superficie hidrofóbica y con un 
tamaño por encima de los 400 nm, aunque el mecanismo no está perfectamente 
elucidado, parece ser que tienen una mayor tendencia a ser reconocidas como 
componentes extraños para el organismo pudiendo ser opsonizadas por proteínas 
plasmáticas. La opsonización facilitaría una interacción inespecífica con los 
macrófagos, estimulando así la endocitosis de las partículas opsonizadas, siendo 
acumuladas en los órganos del SRE principalmente en hígado y bazo [64, 290].  
La distribución de la AmB poliagregada tras su administración IV parece estar 
relacionada con un proceso de opsonización-endocitosis-acumulación en tejidos del 
SRE, ya que el perfil farmacocinético de la formulación está caracterizado por una 
rápida desaparición de sangre seguida de una lenta eliminación del organismo. La AmB 
poliagregada presenta una concentración plasmática después de la infusión muy inferior 
a la obtenida con el AmBisome
®
, sin embargo presenta un Vd y un tiempo medio de 
residencia en el organismo muy superior. Por esta razón, la AmB poliagregada puede 
resultar de gran utilidad a la hora de tratar enfermedades como la leishmaniasis, ya que 
el fármaco es vectorizado hacia los órganos donde los parásitos están acumulados en el 
organismo (interior de macrófagos especialmente en el hígado y bazo).  




Junto a lo anterior, la administración de altas dosis de AmB poliagregada (10 mg/kg) 
fueron bien toleradas en los beagles, a pesar de ser 10 veces superior a las dosis 
habituales administradas de Fungizona
®
 (1 mg/kg)  y 2 veces superior a las de 
AmBisome
®
 (5 mg/kg). Esto supone una gran ventaja en la práctica clínica, ya que se 
podría acumular mayor cantidad de fármaco en el organismo con una única dosis, 
reduciéndose el número de administraciones necesarias para erradicar la enfermedad, lo 
que comporta una disminución en los problemas adversos relacionados con la infusión 
del fármaco y una reducción en el tiempo de hospitalización del paciente y por lo tanto 
una minoración de los costes indirectos. En aquellos perros con leishmaniasis, se 
observó que las concentraciones plasmáticas eran mayores que en perros sanos, 
probablemente esté relacionado con una menor actividad fagocítica de los macrófagos y 
por lo tanto menor acumulación en bazo e hígado. Por esta razón, la administración de 
altas dosis de AmB podría ser necesaria para poder vectorizar cantidad suficiente de 
fármaco a los órganos diana.  
La AmB poliagregada resultó ser más segura en comparación con el AmBisome
®
 y la 
AmB encapsulada en microesferas de albúmina, ya que no se produjo ningún efecto 
adverso grave durante su administración como broncoespasmo o reacciones 
anafilácticas. Sin embargo, se observó una interacción entre la AmB poliagregada y el 
medicamento anestésico (medetomidina) que se administró antes de la infusión del 
fármaco, probablemente debido a un desplazamiento en la unión a las proteínas 
plasmáticas. Por esta razón, no sería recomendable la coadministración de AmB 
poliagregada con fármacos que tengan una alta unión a proteínas plasmáticas (por el 
sinergismo en los efectos adversos producidos por ambos fármacos) y en el caso de 
tener que administrar AmB a pacientes con tratamientos crónicos con fármacos que 
tengan una alta unión a proteínas plasmáticas (ej. anticoagulantes orales) la 
administración debería ser más lenta y extremando las precauciones.  
Una de las ventajas de la AmB poliagregada encapsulada en microesferas de albúmina 
es que la AmB al estar unida a la albúmina de la formulación, no tiene que competir con 
otros fármacos por la unión a las proteínas plasmáticas del organismo y por lo tanto el 
riesgo de interacción con otros fármacos hidrófobos sería menor. Sin embargo, hay que 
prestar especial atención al tipo de albúmina empleada en la fabricación de las 
microesferas, ya que si no se utiliza una albúmina específica de la especie en la que se 





especialmente en la segunda dosis de tratamiento, tras la sensibilización y producción 
de anticuerpos. 
En definitiva, las formulaciones con AmB poliagregada podrían ser una alternativa al 
AmBisome
®
 en el tratamiento de la VL, ya que han demostrado tener un buen perfil de 
seguridad y un adecuado perfil farmacocinético vectorizando el fármaco hasta los 
órganos diana. Esta terapia sería especialmente útil en los países con menos recursos 
económicos y también en el tratamiento de la leishmaniasis canina (donde en muchas 
ocasiones el factor limitante de la terapia con AmB es el coste del tratamiento próximo 
a los 300 - 700 €/día). El coste de la AmB poliagregada sería muy inferior al del 
AmBisome
®
, probablemente siendo más similar al de la Fungizona
®
 ya que presenta 
una composición similar y el proceso de obtención es relativamente sencillo. 
Después de finalizar el estudio de formulaciones de AmB de administración por vía 
parenteral, se consideró necesario desarrollar formulaciones de administración por vía 
ocular debido a la incidencia de infecciones oculares fúngicas y al vacío terapéutico 
existente en formulaciones adaptadas a esta vía, ya que por el momento no se conoce 
ninguna formulación comercializada de AmB para administración oftálmica. La 
administración IV de AmB suele ser efectiva para el tratamiento de infecciones oculares 
fúngicas, sin embargo, la nefrotoxicidad es el factor limitante. Por el contrario, la 
administración ocular de AmB, suele ser bien tolerada y debido a su carácter hidrófobo 
por lo general, presenta una penetración a través de la córnea aceptable. No obstante, su 
baja solubilidad acuosa incrementa el riesgo de que el fármaco precipite a la 
concentración en la que es necesaria administrarlo pudiendo producir problemas de 
irritación conjuntival.  Hasta ahora, para tratar infecciones fúngicas oculares graves, se 
suele preparar en los servicios de farmacia hospitalaria y/o comunitaria un colirio de 
AmB a partir de Fungizona
®
. A pesar de que la Fungizona
®
 es más tóxica que el 
AmBisome
®
, al administrarse por vía ocular, los efectos adversos tales como la 





 por razones económicas (5.8 €/vial de Fungizona® frente a 141 
€/vial de AmBisome®). Sin embargo, la Fungizona® es una formulación adaptada a la 
vía parenteral y tiene ciertas limitaciones a la hora de ser usada por vía ocular. Por 
ejemplo, su administración suele producir irritación local debido al excipiente que 
contiene (desoxicolato sódico) lo que reduce el cumplimiento terapéutico por parte del 
paciente. Además, según su ficha técnica, el tiempo máximo de almacenamiento de la 






 es de 7 días entre 2 y 8 °C o de 24 h a temperatura ambiente, entre otras 
razones porque no contienen ningún agente bacteriostático que impida la contaminación 
bacteriana. Teniendo en cuenta que el tratamiento de infecciones fúngicas oculares tales 
como la queratitis suele ser prolongado, durante al menos un mes, es necesario preparar 
formulaciones al paciente diariamente para prevenir contaminaciones bacterianas del 
colirio que pudieran complicar aún más la infección ocular. Por esta razón el coste del 
tratamiento se ve incrementado (5.8 € x 30 días = 174 €). 
La elección de CD como excipiente para el desarrollo de una formulación a nivel ocular 
se debe en primer lugar a que su uso está autorizado para ser utilizado en formulaciones 
oftálmicas y en segundo lugar, a su capacidad para incrementar la solubilidad de 
fármacos poco solubles y reducir su degradación [291]. En particular, se seleccionó la γ-
CD ya que presenta mejor solubilidad acuosa que la α y β-CD, que es importante debido 
a la baja solubilidad de la AmB; además la γ-CD es la que presenta una cavidad interna 
con mayor diámetro, habida cuenta que es necesario para poder albergar moléculas de 
mayor tamaño como por ejemplo, la AmB con un peso molecular de 924 g/mol [201]. 
No menos importante es el hecho de que la γ-CD es una de las CD más seguras a nivel 
ocular, ya que además de ser una de las CD que presenta menor citotoxicidad en células 
epiteliales de córnea humana (inferior incluso al cloruro de benzalconio el cual se 
emplea en muchas formulaciones oftálmicas), se ha observado que soluciones acuosas 
con concentraciones elevadas de CD (45%) son bien toleradas a nivel ocular [292]. 
En la segunda publicación se ha puesto de manifiesto la capacidad de la γ-CD para 
solubilizar la AmB en forma monomérica e incrementar su estabilidad físicoquímica en 
medio acuoso (cuando la concentración utilizada de γ-CD es ≤  10%). De entre todas las 
formulaciones evaluadas, la formulación constituida por 0.1% AmB, 10% γ-CD y 
0.005% Timerosal
®
 y almacenada a temperatura ambiente es la que presenta las 
características más idóneas para ser utilizada en la práctica clínica como formulación 
oftálmica siendo estable durante al menos 30 días. Esta formulación es fácil de preparar 
por los servicios de farmacia hospitalaria y/o comunitaria, ya que sólo es necesario, la 
solubilización de la γ-CD en medio acuoso, la modificación del pH antes y después de 
incorporar la AmB y la esterilización por filtración preferiblemente en campana de flujo 
laminar. También hay que destacar que el coste final de la formulación es inferior al de 
la Fungizona
®
, teniendo en cuenta que sólo es necesario preparar una única formulación 





extemporánea diaria de la Fungizona
®
 y si a esto añadimos que el precio de la γ-CD es 
relativamente económico (el precio orientativo oscila en torno a los $80/kg [198], 
supondría un gasto de $0.08/ paciente, ya que se necesita 1 g de γ-CD para preparar 10 
mL de formulación). Actualmente existen múltiples distribuidores de CD a nivel 
mundial, por lo que el poder adquirirlas no implica ningún obstáculo. 
La elección del Timerosal
®
 (compuesto organomercúrico) como agente bacteriostático 
se debe a su potente actividad frente a Staphylococcus aureus. Aunque el uso de 
Timerosal
® 
puede dar lugar a reacciones de hipersensibilidad, normalmente su uso en 
vacunas es lo que está más relacionado con este tipo de efecto adverso, más que su 
administración a nivel ocular. De hecho, hay múltiples formulaciones oftálmicas 
comercializadas que contienen Timerosal
®







 entre otras [293].  
Cuando se trata de tratamientos oculares crónicos como el glaucoma, los efectos 
adversos de los conservantes son de suma importancia para evitar problemas de 
irritación y alergias; sin embargo, el tratamiento de queratitis fúngica suele durar entre 3 
y 4 semanas, siendo prioritario en este caso reducir el riesgo de contaminación por 
potenciales agentes patógenos para evitar complicaciones. S.aureus es uno de los 
agentes patógenos más comunes encontrados en envases de colirios contaminados pero 
además, es uno de los agentes responsables de causar queratitis bacterianas [294].  El 
Timerosal
®
 presenta una actividad 6 veces superior que el cloruro de benzalconio frente 
a S. aureus. Esta es una de las razones por las que se decidió utilizarlo como agente 
bacteriostático en la formulación oftálmica; además el Timerosal
®
 es activo frente a 
numerosos hongos patógenos (tales como Fusarium o Aspergillus), pudiendo potenciar 
la actividad de la AmB [295]. 
Un último punto relevante es la mayor actividad antifúngica in vitro del colirio AmB: γ-
CD (sin agente basterióstatico) frente al colirio preparado a partir de Fungizona
®
. Esta 
mayor actividad antifúngica parece estar relacionada no sólamente con un incremento 
en la solubilidad de la AmB sino también con un efecto sinérgico entre la AmB y la γ-
CD. En el ensayo in vitro para medir la actividad antifúngica se utilizó como referencia 
AmB disuelta en DMSO. La actividad antifúngica del complejo AmB: γ-CD también 
fue superior que la actividad obtenida por la AmB disuelta en DMSO. Tanto el DMSO 
como las CD son promotores de la absorción y son capaces de solubilizar la AmB en 




estado monomérico. Por esta razón, parece que el incremento en la actividad antifúngica 
se debe no sólo a la solubilización del fármaco sino también a un efecto sinérgico entre 
las CD y la AmB. Una de las posibles explicaciones podría estar relacionada con la 
capacidad que tienen las CD para interaccionar con la membrana de organismos vivos, 
produciendo una desestabilización y alteración física de las mismas [296, 297]. Este 
efecto desestabilizante de membranas junto con el mecanismo de acción de la AmB 
(formación de poros en la membrana) pueden actuar sinérgicamente dando lugar a una 
alteración de la permeabilidad celular y potenciando así la muerte de las células y por lo 
tanto la actividad antifúngica [297]. El efecto sinérgico entre CD y AmB se ha 
observado en otras formulaciones tópicas, traduciéndose en un aumento de eficacia 
antifúngica y antiparasitaria lo que ha dado lugar a una patente (Anexo I). 
Además del vacío terapéutico de fármacos de AmB de administración ocular, tampoco 
se conoce ninguna formulación de AmB comercializada por VO. Como se ha citado 
anteriormente, la administración oral de AmB tendría múltiples beneficios tales como, 
entre otros, mejorar el cumplimiento terapéutico, reducir el tiempo de hospitalización 
del paciente y facilitar el acceso a la terapia con AmB.  
En determinados países existe comercializada AmB para la vía oral en forma de 
suspensión o en comprimidos cuyo objetivo es el tratamiento de infecciones locales 
orofaríngeas y gastrointestinales. Sin embargo, no es útil para tratar infecciones 
sistémicas ya que la absorción oral de fármaco es mínima, alcanzándose 
concentraciones subterapéuticas en plasma.  
La regla de Lipinski establece una serie de criterios que permiten estimar la 
biodisponibilidad oral de un fármaco en base a ciertas características fisicoquímicas del 
mismo [298]. Se considera que un fármaco no es un buen candidato para la VO cuando 
no cumple alguno de los siguientes criterios: 
a) el número de grupos (hidroxilo y amino) capaces de donar átomos de hidrógeno 
para formar puentes de hidrógeno debe de ser menor a 5; 
b) el número de grupos (átomos de nitrógeno, oxígeno o flúor) capaces de aceptar 
átomos de hidrógeno para formar puentes de hidrógeno debe de ser menor a 10;  
c) debe tener un peso molecular inferior a 500 Da; 





La AmB como tal no es una buena candidata para ser administrada por VO ya que 
incumple 3 de los 4 criterios de la regla de Lipiski, al poseer 12 grupos donadores de H, 
18 grupos aceptores de H, peso molecular de 924 g/mol y logP de 0.95. De hecho, se ha 
estimado una biodisponibilidad oral de entre 0.2 – 0.9%  [203]. 
Para poder mejorar la absorción oral de la AmB, es necesario desarrollar un sistema que 
permita mejorar la solubilidad en los fluidos gastrointestinales y al mismo tiempo 
incrementar la permeabilidad a través de la barrera gastrointestinal. Parece ser que las 
formulaciones lipídicas son las que han obtenidos mejores resultados hasta el momento 
[202]; sin embargo, los estudios preclínicos han sido llevados a cabo en roedores y en 
muchas ocasiones existen importantes diferencias farmacocinéticas entre roedores y 
humanos. Por esta razón, es necesario realizar estudios en especies de mayor tamaño 
para tener una mejor correlación a la hora de extrapolar los resultados obtenidos en 
humanos. 
A la hora de diseñar el estudio farmacocinético con nuevas formulaciones desarrolladas 
para la VO, hay que tener en cuenta una serie de puntos importantes: 
a) por lo general, parece ser más conveniente utilizar regímenes de dosificación 
basados en bajas dosis múltiples en vez de altas dosis únicas. La principal razón 
es que no existe una relación proporcional entre la dosis administrada y la 
cantidad absorbida de fármaco, probablemente debido a la existencia de algún 
mecanismo de saturación o que el fármaco sea sustrato de la glicoproteína –P 
localizada a nivel intestinal [299]. De modo que aunque se administren 
cantidades muy altas de fármaco, la biodisponibilidad no es mayor y de hecho, 
podría intensificar los efectos adversos sobre todo a nivel gastrointestinal; 
b) es recomendable llevar a cabo estudios de toxicidad, prestando especial atención 
a la toxicidad gastrointestinal, ya que para conseguir acumular cantidad 
suficiente de AmB en los tejidos diana, normalmente es necesario realizar 
múltiples administraciones por VO, por lo que el fármaco estará más tiempo en 
contacto con la membrana de las células intestinales; 
c) a la hora de determinar la absorción oral de AmB es conveniente analizar no 
solamente los niveles plasmáticos, sino también la cantidad de fármaco 
acumulada en tejidos, ya que existe una escasa correlación entre ambos y podría 
ocurrir que aunque las concentraciones de fármaco en plasma fuesen 




subterapéuticas, en los tejidos se podría acumular cantidad suficiente de AmB 
como para tener efecto farmacológico. 
A la hora de seleccionar un excipiente para desarrollar una formulación de AmB para la 
VO, se decidió utilizar un derivado del chitosán debido a las características que reúne. 
Es un excipiente natural muy abundante [222], seguro, biocompatible y biodegradable 
[223, 224], tiene propiedades mucoadhesivas [223] que mejoran la permeabilidad de 
fármacos a través de la barrera gastrointestinal [225] y además presenta cierta 
propiedades antimicrobianas y antifúngicas [226]. Sin embargo, su uso está limitado 
debido a su baja solubilidad a pH fisiológico 7.4 [227]. Para hacer frente a este 
problema, se utilizó un derivado anfifílico del chitosán (GCPQ), con buena capacidad 
para formar micelas en medios acuosos [230]. GCPQ es un chitosán cuaternizado (tras 
la alquilación exhaustiva del grupo amino) en el que se han introducido grupos 
hidrofílicos (–CH2-CH2-OH) dando lugar a glicol chitosán y grupos hidrofóbicos 
(cadena hidrocarbonada del ácido palmítico). A la hora de formular el polímero con la 
AmB, ésta se solubilizó en medio básico de manera que el grupo carboxílico estuviera 
ionizado y así favorecer la interacción electrostática con el grupo amonio cuaternario 
del polímero. Además, gracias al carácter anfifílico del polímero, se favorece la 
encapsulación del fármaco probablemente debido a interacciones hidrofílicas (entre los 
grupos hidroxilo de ambas moléculas) e hidrofóbicas entre la cadena del ácido palmítico 
del polímero y la cadena heptaénica de la AmB. 
La formulación de AmB con GCPQ dio lugar a nanopartículas con un potencial zeta 
ligeramente positivo (+ 3 mV) y con un tamaño de partícula caracterizado por dos 
poblaciones de 216 nm (40.9%) y 35 nm (59.6%). Tanto la carga como el tamaño de 
partícula juegan un papel clave en el paso de las partículas a través de la barrera 
gastrointestinal. Varios autores han observado que la absorción gastrointestinal es más 
eficiente cuando las partículas son neutras o están cargadas positivamente y presentan 
un tamaño de partícula por debajo de los 500 nm [300-302]. Para que las partículas 
puedan llegar hasta los enterocitos para poder ser absorbidas, tienen que cruzar la 
barrera constituida por el mucus secretado por dichas células, el cual se caracteriza por 
tener residuos de ácido siálico que confieren carga negativa. Por lo tanto, partículas con 
carga negativa tienen mayor dificultad para atravesar el mucus y llegar hasta los 
enterocitos debido a repulsiones electrostáticas, mientras que, partículas cargadas 





negativamente en el mucus teniendo propiedades mucoadhesivas [303]. El simil de 
Fungizona y la AmB en dextrosa a diferencia de la formulación AmB:GCPQ están 
caracterizadas por tener un potencial zeta muy negativo y un mayor tamaño de partícula, 
lo que podría explicar la menor absorción oral del fármaco respecto a la 
biodisponibilidad oral alcanzada con la formulación AmB:GCPQ. 
En la última publicación queda plasmada la importancia de analizar la concentración de 
AmB no sólo en plasma sino también en tejidos. Algunas de las formulaciones de AmB 
de administración IV tienen un perfil farmacocinético caracterizado por una rápida 
eliminación de plasma seguida de acumulación en tejidos. De forma similar, la 
administración por VO de una única dosis de AmB:GCPQ da lugar a bajas 
concentraciones en plasma, pero sin embargo, niveles mucho más altos en tejidos, 
principalmente en los órganos del SRE (hígado, bazo y médula ósea). La acumulación 
en estos órganos podría ser consecuencia de una absorción linfática a través de las 
placas de Peyer localizadas en el tejido linfoide asociado al intestino. Una vez que las 
partículas cruzan el epitelio intestinal, podrían ser endocitadas por células del sistema 
inmunitario y circular a través del sistema linfático a diferentes zonas del organismo 
[304]. La concentración máxima en el hígado se alcanza a las 4 h tras la administración 
oral de AmB:GCPQ, lo cual posiblemente esté relacionado con un proceso de absorción 
a través del enterocito seguido del transporte por la vena porta hasta el hígado. Sin 
embargo, las partículas podrían ser absorbidas en parte por la vía linfática, lo que podría 
explicar porque en órganos como el bazo, los niveles de AmB son más altos a las 2 h 
post-administración que los valores encontrados en hígado.  
La acumulación preferencial en los órganos del SRE podría explicar la actividad 
antileishmania de la formulación de AmB:GCPQ tras su administración por VO, ya que 
el fármaco parece ser vectorizado hacia los órganos donde se acumulan los parásitos. 
Pero además de en hígado y bazo, se han encontrado altas concentraciones de fármaco 
en pulmón, de ahí que sea interesante en un futuro llevar a cabo estudios de eficacia en 
modelos de aspergilosis pulmonar. 
Para poder obtener una eficacia leishmanicida comparable al AmBisome
®
 administrado 
por vía parenteral, es necesario administrar la formulación AmB:GCPQ por vía oral 
durante al menos 10 días consecutivos, ya que con terapias más cortas, parece ser que la 
concentración alcanzada en los órganos diana no es suficiente. Ahora bien, la 




administración continuada podría causar efectos adversos sobre todo a nivel 
gastrointestinal. En cuanto a la toxicidad renal, parece ser que la formulación 
AmB:GCPQ por VO es más segura que el AmBisome
®
 por vía parenteral. Durante el 
estudio de eficacia, la concentración de fármaco acumulada a nivel renal con la 
formulación AmB:GCPQ fue significativamente menor que con el AmBisome
®
. 
Por último hay que reseñar la importancia de llevar a cabo estudios farmacocinéticos en 
especies de mayor tamaño que los roedores, para poder obtener una mejor correlación a 
la hora de extrapolar los resultados en humanos. Por ejemplo, las concentraciones 
plasmáticas obtenidas tras una única administración oral de AmB:GCPQ fueron 
menores en perros que en ratones. Existen varias posibles causas que podrían explicar 
estas diferencias. En primer lugar, en situaciones de ayuno, el pH del estómago en los 
perros (pH 2.03) [305] es muy inferior al de los ratones (pH 4.04) [306], pudiendo ser 
degradado una mayor cantidad de fármaco durante su paso por el estómago. En segundo 
lugar, la secreción biliar es menor en perros (12 mL/Kg/día) que en ratones (100 
mL/Kg/día) [307], pudiendo estar relacionado con una menor solubilización de la AmB 
a nivel intestinal. Por otro lado, la tasa de filtración glomerular es mayor en ratones (14 
mL/min/Kg) que en perros (6 mL/min/Kg) [307], lo que podría explicar porqué la 
concentración plasmática entre las 8 y las 24 h disminuye un 39 % en ratones y 
solamente un 7 % en perros.  
Otro punto a tener en cuenta, es que a lo largo del intestino delgado, el número de 
placas de Peyer existentes en perros (entre 26 - 39) es muy superior al número existente 
en ratones (entre 6 - 12) [306, 308]; por lo tanto, la absorción linfática podría estar 
incrementada en el perro dando lugar a una mayor acumulación de fármaco en los 
órganos del SRE; sin embargo, sería necesario hacer más estudios para poder corroborar 
esta hipótesis así como evaluar la contribución real del transporte linfático en la 
cantidad de AmB absorbida, ya que por lo general, la capacidad del transporte linfático 
es mucho más reducida que la absorción por la vía porta, debido a que el flujo de sangre 






















































































5. CONCLUSIONES/ CONCLUSIONS 
 
1. El tamaño de partícula de los agregados de AmB juega un papel clave tanto en la 
toxicidad hemolítica como en la distribución del fármaco por el organismo tras la 
administración IV, pudiéndose concluir que a mayor tamaño de partícula, menor 
toxicidad hemolítica y mayor acumulación en los tejidos principalmente del SRE.  
 
2. La AmB poliagregada al estar constituida por agregados de mayor tamaño que la 
Fungizona
®
 es una alternativa segura y coste-efectiva en el tratamiento de la VL 
por vía parenteral, ya que presenta mínima toxicidad hemolítica (similar al 
AmBisome
®
) y la administración de altas dosis (10 mg/kg) son bien toleradas, lo 
que permite reducir el número de administraciones necesarias para erradicar la 
enfermedad, al acumularse mayor cantidad de fármaco con una única dosis. 
 
3. La encapsulación de AmB poliagregada en microesferas de albúmina ha 
demostrado reducir la toxicidad hemolítica causada por el fármaco libre y 
disminuir el riesgo de interacciones con fármacos que presentan alta unión a 
proteínas plasmáticas, ya que la AmB permanece unida a la albúmina de las 
microesferas después de la administración IV. 
 
4. La γ-CD es capaz de solubilizar a la AmB en estado monomérico y de 
incrementar la actividad antifúngica in vitro del fármaco, resultando ser un 30% 
superior a la de la Fungizona
®
. De todas las formulaciones elaboradas, la que está 
constituida por AmB (0.1%): γ-CD (10%): Timerosal® (0.005%) es económica, 
estable, fácil de preparar y como reúne unas condiciones óptimas de pH, 
osmolaridad y esterilidad ha sido la elegida para ser administrada por vía 
oftálmica. 
 
5. El derivado anfifílico del chitosán GCPQ es capaz de encapsular la AmB dando 
lugar a nanopartículas que incrementan la biodisponibilidad oral del fármaco 
desde un 0.9 según aparece recogido en bibliografía hasta un 24.7% y presentan 





plasma y riñón y altos niveles de fármaco en órganos del SRE tales como hígado, 
bazo y médula ósea.  
 
6. Se ha comprobado que la administración de la formulación AmB:GCPQ por vía 
oral durante 10 días consecutivos presenta una eficacia similar a la 
administración única de AmBisome
®
 por vía parenteral en un modelo de 
leishmaniasis visceral murino. Además, la concentración de fármaco alcanzada a 
nivel renal con la formulación AmB:GCPQ fue significativamente inferior a los 
niveles obtenidos con el AmBisome
®
, por lo que parece ser una formulación más 
segura en términos de nefrotoxicidad.  
 
7. Es necesario desarrollar estrategias que permitan mejorar tanto la solubilidad, 
biodisponibilidad y acumulación  de AmB en los órganos diana en función del 
tipo de enfermedad a tratar, el perfil farmacocinético deseado y la vía de 
administración. La AmB poliagregada, el complejo AmB:γ-CD y las 
nanopartículas formadas por la interacción de AmB:GCPQ han demostrado ser 
formulaciones fáciles de preparar, con un favorable balance beneficio/riesgo y 
una buena relación coste-eficacia para el tratamiento de infecciones fúngicas y/o 



















1. AmB aggregates particle size plays a key role in both hemolytic toxicity and drug 
biodistribution after IV administration. The larger the particle size, the lower the 
hemolytic toxicity and also the higher the accumulation mainly in the reticulo-
endothelial system organs and cells.  
 
2. Poly-aggregated AmB composed of bigger particle size aggregates than 
Fungizone
®
 is safer and can be use as a cost-effective alternative therapy for 
visceral leishmaniasis due to the fact that it has low hemolytic toxicity (similar to 
AmBisome
®
) and the IV administration of high AmB doses (10 mg/kg) are well 
tolerated. Thus ability to administer high doses can decrease the number of IV 
administrations that are required to eradicate the disease because higher amount 
of AmB is accumulated after a single dose.  
 
3. The hemolytic toxicity of the poly-aggregated AmB can be decreased by loading 
the drug in albumin microspheres. In addition, the risk of potential interactions 
with highly plasma protein bound drugs is decreased as AmB is highly bound to 
the albumin of the microspheres even after IV administration. 
 
4. γ-CDs were shown to be able to solubilise AmB in monomer form as well as to 
increase its in vitro antifungal activity resulting in a 30% higher activity than 
Fungizone
®
. The proposed extemporaneous formulation composed of AmB 
(0.1%): γ-CD (10%): Thimerosal® (0.005%) is inexpensive and easy to prepare 
with an acceptable pH, osmolarity and sterility for ophthalmic use, maintaining 
its antifungal activity and being physicochemically stable over 30 days at room 
temperature. 
 
5. Quaternary ammonium palmitoyl chitosan (GCPQ) has shown to be able to form 
AmB loaded nanoparticles with enhanced oral bioavailability (from 0.9% to 
24.7%). The pharmacokinetic profile is characterized by low AmB plasma and 
renal concentration and high levels in the reticulo-endothelial system organs and 






6. The oral administration of AmB:GCPQ formulation during 10 consecutive days 
has the same efficacy as parentally administered AmBisome
®
 in a single dose in 
a murine model of visceral leishmaniasis. AmB:GCPQ is a safer formulation than 
AmBisome
®
 because lower AmB levels are accumulated in kidneys at the end of 
the treatment.  
 
7. Strategies to enhance the solubility, bioavailability and tissue accumulation of 
AmB need to be optimised depending on the disease state, desired 
pharmacokinetics and route of administration. In this study we have 
demonstrated that poly-aggregated AmB, AmB-CD complexes and AmB-GCPQ 
nanoparticles are useful formulations for IV, ophthalmic and oral administration 
respectively able to overcome challenges related to the treatment of fungal 
infections or parasitic diseases such as visceral leishmaniasis providing easily 
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